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ABSTRAKT
Diplomova´ pra´ce se zaby´va´ dveˇma zpu˚soby aplikace zlaty´ch diskovy´ch nanostruktur vy-
kazuj´ıc´ıch plazmonove´ rezonance pro biodetekci. Prvn´ı cˇa´st se ty´ka´ detekce zmeˇny fa´ze
na plazmonicky´ch ante´na´ch pomoc´ı koherenc´ı rˇ´ızene´ho holograficke´ho mikroskopu. Bylo
zjiˇsteˇno, zˇe zmeˇna fa´ze se zvy´raznˇuje s rostouc´ı vlnovou de´lkou osvitu, kdy je buzena
plazmonova´ rezonance na ante´na´ch veˇtˇs´ıch rozmeˇr˚u. Da´le byla proka´za´na citlivost fa´ze
na zmeˇnu indexu lomu okoln´ıho prostˇred´ı, pˇricˇemzˇ nejveˇtˇs´ı fa´zova´ zmeˇna nastala pro
ante´ny v rezonanci s vlnovou de´lkou osvitu. Druha´ cˇa´st pra´ce se ty´ka´ kombinace opticke´
spektroskopie detekuj´ıc´ı plazmonove´ rezonance a voltametrie charakterizuj´ıc´ı elektro-
chemickou aktivitu. V te´to cˇa´sti byl pozorova´n postupny´ posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
v pˇr´ıtomnosti SSC pufru, avsˇak tento vliv je s cˇasem sta´le mensˇ´ı. Provedene´ experimenty
take´ uka´zaly nevhodnost uzˇit´ı kysl´ıkove´ho plazmatu k cˇiˇsteˇn´ı povrchu vzorku, protozˇe
zpu˚sobuje oxidaci kov˚u vcˇetneˇ zlata.
KL´ICˇOVA´ SLOVA
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ABSTRACT
The master’s thesis deals with two applications of gold discoidal nanostructures exhi-
biting plasmon resonance for biodetection. The first approach considers the detection
of changes in the phase on plasmonic antennas using coherence-controlled holography
microscope. It was found that the steepness of the phase is increasing with the illumi-
nation wavelength when plasmon resonance is excited in larger antennas. The sensitivity
of the phase to refractive-index changes of the surrounding media was observed when
the largest response was given by antennas in resonance with wavelength of illumination.
Next part deals with plasmon resonance detection by means of optical spectroscopy
combined with voltametry which characterizes the electrochemical activity. Changes in
resonance wavelength induced by the presence of SSC buffer were observed, although
this influence seems to diminish in time. Conducted experiments have also shown that
oxygen-plasma cleaning is not suitable for sample surface cleaning because of oxidation
of metals including gold as well.
KEYWORDS
plasmonics, electrochemistry, biosensor, plasma cleaning, SSC buffer
KEJ´IK, Luka´sˇ Pouzˇit´ı kovovy´ch a polovodicˇovy´ch nanostruktur pro biodetekci: diplo-
mova´ pra´ce. Brno: Vysoke´ ucˇen´ı technicke´ v Brneˇ, Fakulta strojn´ıho inzˇeny´rstv´ı, U´stav
fyzika´ln´ıho inzˇeny´rstv´ı, 2015. 67 s. Vedouc´ı pra´ce Ing. Miroslav Kol´ıbal, Ph.D.
PROHLA´SˇEN´I
Prohlasˇuji, zˇe svou diplomovou pra´ci na te´ma
”
Pouzˇit´ı kovovy´ch a polovodicˇovy´ch
nanostruktur pro biodetekci“ jsem vypracoval samostatneˇ pod veden´ım vedouc´ıho di-
plomove´ pra´ce a s pouzˇit´ım odborne´ literatury a dalˇs´ıch informacˇn´ıch zdroj˚u, ktere´ jsou
vsˇechny citova´ny v pra´ci a uvedeny v seznamu literatury na konci pra´ce.
Jako autor uvedene´ diplomove´ pra´ce da´le prohlasˇuji, zˇe v souvislosti s vytvoˇren´ım
te´to diplomove´ pra´ce jsem neporusˇil autorska´ pra´va tˇret´ıch osob, zejme´na jsem nezasa´hl
nedovoleny´m zpu˚sobem do ciz´ıch autorsky´ch pra´v osobnostn´ıch a jsem si plneˇ veˇdom
na´sledk˚u porusˇen´ı ustanoven´ı § 11 a na´sleduj´ıc´ıch autorske´ho za´kona cˇ. 121/2000 Sb.,
vcˇetneˇ mozˇny´ch trestneˇpra´vn´ıch du˚sledk˚u vyply´vaj´ıc´ıch z ustanoven´ı § 152 trestn´ıho
za´kona cˇ. 140/1961 Sb.
Brno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(podpis autora)
Podeˇkova´n´ı
Prˇevelice deˇkuji Ing. Miroslavu Kol´ıbalovi, Ph.D. za pˇr´ıkladne´ veden´ı, ochotu,
trpeˇlivost a za vesˇkere´ cenne´ rady a pˇredane´ zkusˇenosti. Dalˇs´ı d´ıky na´lezˇ´ı doc. Radku
Kalouskovi, Ph.D. za du˚kladne´ pˇrecˇten´ı textu a mnoho uzˇitecˇny´ch pozna´mek, Ing.
Filipu Ligmajerovi a Ing. Petru Dvoˇra´kovi za pomoc pˇri spektroskopicky´ch meˇˇren´ıch,
a spolu s nimi i Ing. Jiˇr´ımu Babocke´mu a Ing. Aneteˇ Krˇ´ızˇove´ za spolupra´ci na meˇˇren´ı
fa´zove´ odezvy. Da´le deˇkuji take´ vsˇem dalˇs´ım kolegu˚m z U´stavu fyzika´ln´ıho inzˇeny´rstv´ı
za vytva´ˇren´ı pˇr´ıjemne´ atmosfe´ry na pracoviˇsti.
Tato pra´ce vznikla s podporou projektu CEITEC - open access, ktere´mu deˇkuji za po-
skytnuty´ pˇr´ıstrojovy´ cˇas na pouzˇite´m zaˇr´ızen´ı.
Za´rovenˇ chci podeˇkovat rodicˇ˚um a sestra´m za du˚veˇru a podporu v pr˚ubeˇhu cele´ho
studia, s n´ızˇ se vzˇdy pracuje vy´razneˇ le´pe.
Bc. Luka´sˇ Kej´ık
OBSAH
U´vod 2
1 Biosenzory 4
1.1 Elektrochemicke´ biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
Za´kladn´ı principy elektrochemie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
Voltametrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2 Plazmonicke´ biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
LSP biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
Zmeˇna rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
Zmeˇna fa´ze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.3 Elektrochemicke´ plazmonicke´ biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . 14
Prova´zanost opticke´ a elektricke´ odezvy senzoru . . . . . . . . . . . . 14
Elektrochemie a LSP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2 Zmeˇna fa´ze plazmonovy´ch rezonanc´ı 20
2.1 Koherenc´ı rˇ´ızeny´ holograficky´ mikroskop . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.2 Provedene´ experimenty . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
Meˇrˇen´ı fa´ze s interferencˇn´ımi filtry . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
Meˇrˇen´ı fa´ze s laditelny´m laserem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
Meˇrˇen´ı fa´ze ve vodne´m prostrˇed´ı . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3 Voltametrie a plazmonove´ rezonance 36
3.1 Opticka´ spektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2 Analy´za spekter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.3 Optimalizace spektroskopicky´ch meˇrˇen´ı . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.4 Provedene´ experimenty . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
Meˇrˇen´ı ve vodne´m prostrˇed´ı . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
Meˇrˇen´ı v SSC pufru . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
Na´vrh elektrochemicke´ cely . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
4 Za´veˇr 55
Literatura 59
U´VOD
Lide´ se odjakzˇiva zaj´ımali o procesy uvnitrˇ sve´ho teˇla odehra´vaj´ıc´ı se jak na makro-
skopicke´ u´rovni orga´n˚u, tak s vy´vojem techniky i na mikroskopicke´ u´rovni. Opticka´
pozorova´n´ı biologicky´ch proces˚u na buneˇcˇne´ u´rovni o mikrometrovy´ch rozmeˇrech
byla umozˇneˇna postupny´m vylepsˇova´n´ım opticke´ho mikroskopu. K pozorova´n´ı men-
sˇ´ıch biologicky´ch u´tvar˚u jako jsou proteiny, lipidy cˇi nukleove´ kyseliny o rozmeˇrech
v rˇa´du jednotek a des´ıtek nanometr˚u je jizˇ kv˚uli difrakcˇn´ımu limitu trˇeba pouzˇ´ıvat
specia´ln´ı opticke´ techniky. Vy´znamnou roli v zobrazova´n´ı biomolekul maj´ı techniky,
jezˇ teˇzˇ´ı z oznacˇova´n´ı urcˇitou aktivn´ı la´tkou, jej´ızˇ vy´skyt jsme schopni detekovat.
Drˇ´ıve pouzˇ´ıvane´ znacˇen´ı radioaktivn´ımi izotopy fosforu by´va´ nyn´ı nahrazeno fluo-
rescencˇn´ımi barvivy, ktere´ prˇi osvitu vyzarˇuj´ı intenzivn´ı sveˇtlo charakteristicke´ vl-
nove´ de´lky, jezˇ je mozˇne´ pomeˇrneˇ snadno detekovat. Existuj´ı vsˇak i techniky, ktere´
znacˇen´ı biomolekul pro jejich detekci nevyzˇaduj´ı. Jedna´ se naprˇ´ıklad o techniky
na ba´zi plazmonovy´ch rezonanc´ı, jezˇ doka´zˇ´ı detekovat prˇ´ıtomnost biomolekuly skrze
pozorova´n´ı zmeˇn v indexu lomu sve´ho okol´ı, prˇ´ıpadneˇ elektrochemicke´ metody, jezˇ
detekuj´ı prˇesun elektron˚u mezi elektrodou a analyzovanou la´tkou, a mnoho dalˇs´ıch.
Z´ıskany´ signa´l by´va´ vy´sledkem interakce velke´ho pocˇtu biomolekul. Avsˇak pro lep-
sˇ´ı porozumeˇn´ı interakc´ı a transportu biomolekul by bylo vy´hodneˇjˇs´ı detekovat jed-
notlive´ biomolekuly, v rea´lne´m cˇase je sledovat a to prˇ´ımo v jejich nativn´ım prostrˇed´ı.
Toto je c´ıl, jehozˇ naplneˇn´ı by meˇlo nezmeˇrny´ dopad na rozvoj pozna´n´ı nejen v oblasti
biologie.
Biosenzory na ba´zi plazmonovy´ch rezonanc´ı nebo jejich kombinace s dalˇs´ımi me-
todami se pomalu tomuto limitu prˇiblizˇuj´ı a jsou na dobre´ cesteˇ k jeho dosazˇen´ı.
V ra´mci te´to pra´ce jsou prˇedstaveny dva koncepty vyuzˇit´ı plazmonicky´ch nanostruk-
tur, ktere´ by v budoucnu mohly ve´st k aplikac´ım pra´veˇ v detekci biomolekul.
V prvn´ı kapitole jsou nast´ıneˇny za´kladn´ı principy elektrochemie a elektroche-
micky´ch biosenzor˚u. Da´le je zde pojedna´no o biosenzorech vyuzˇ´ıvaj´ıc´ıch plazmo-
novy´ch rezonanc´ı k detekci zmeˇn indexu lomu prostrˇed´ı zp˚usobeny´ch prˇ´ıtomnost´ı
biomolekul. Tyto zmeˇny lze detekovat na za´kladeˇ meˇrˇen´ı neˇktere´ho ze dvou para-
metr˚u, ktere´ charakterizuj´ı plazmonove´ rezonance - rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka a fa´ze.
Za´rovenˇ je shrnut dosavadn´ı vy´voj s d˚urazem na detekci fa´ze, jej´ımuzˇ meˇrˇen´ı je
veˇnova´n obsah kap. 2. Da´le je zde take´ pojedna´no o kombinaci plazmonovy´ch rezo-
nanc´ı a elektrochemicky´ch metod, na neˇzˇ cˇa´stecˇneˇ navazuj´ı experimenty v kap. 3.
Ve druhe´ kapitole je nejdrˇ´ıve strucˇneˇ popsa´n princip koherenc´ı rˇ´ızene´ho hologra-
ficke´ho mikroskopu, s n´ımzˇ prob´ıhala vesˇkera´ fa´zova´ meˇrˇen´ı. Prˇi zde popsany´ch ex-
perimentech bylo vyuzˇito r˚uzne´ho druhu osvitu - jak pomoc´ı interferencˇn´ıch filtr˚u,
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tak i pomoc´ı laditelne´ho superkontinua´ln´ıho laseru, ktery´ poskytuje vy´razneˇ vysˇsˇ´ı
intenzitu osvitu. Trˇet´ı kapitola je zameˇrˇena na optimalizaci a analy´zu spekter pro-
pustnosti z´ıskany´ch za vyuzˇit´ı aparatury Nanonics, s n´ızˇ meˇrˇen´ı prob´ıhala. Jsou tu
uvedeny experimenty pozoruj´ıc´ı vliv SSC pufru na rezonancˇn´ı vlnovou de´lku. Da´le
je prˇedveden na´vrh elektrochemicke´ cely, ktera´ v budoucnu umozˇn´ı spojit opticka´
a elektrochemicka´ meˇrˇen´ı v jednom cˇase.
2
1 BIOSENZORY
Biosenzor prˇedstavuje analyticky´ prvek, ktery´ meˇrˇ´ı fyzika´lneˇ-chemicke´ zmeˇny v bi-
ologicke´ rozpozna´vac´ı vrstveˇ, jezˇ je v kontaktu s prˇevodn´ıkem signa´lu. Fyzika´lneˇ-
chemicke´ zmeˇny v rozpozna´vac´ı vrstveˇ jsou zaprˇ´ıcˇineˇny jej´ı interakc´ı s detekovany´mi
molekulami a prˇ´ımo souvisej´ı s jejich mnozˇstv´ım. Dle typu signa´lu meˇrˇene´ho na
povrchu prˇevodn´ıku lze biosenzory deˇlit do trˇ´ı hlavn´ıch kategori´ı – na elektricke´,
opticke´ a mechanicke´ [1]. S meˇrˇen´ım opticke´ho signa´lu jsou spojeny naprˇ. techniky
vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı plazmonovy´ch rezonanc´ı, jezˇ jsou spolu s elektrochemicky´mi metodami,
ktere´ poskytuj´ı elektricky´ signa´l, diskutova´ny v na´sleduj´ıc´ı kapitole.
1.1 Elektrochemicke´ biosenzory
Elektrochemie, jak na´zev napov´ıda´, je oblast´ı chemie zaby´vaj´ıc´ı se propojen´ım elek-
tricky´ch a chemicky´ch efekt˚u. Zkouma´ tedy souvislost prˇenosu elektricke´ho na´boje
s chemickou aktivitou la´tky.
Prˇenos elektron˚u z jedne´ la´tky do druhe´ je jedn´ım z fundamenta´ln´ıch deˇj˚u
ovla´daj´ıc´ıch biologicke´ procesy v zˇivy´ch organizmech, fotosynte´zu, palivove´ cˇla´nky
a z´ıska´va´n´ı cˇisty´ch kovovy´ch materia´l˚u. Porozumeˇn´ı elektronovy´m prˇenos˚um na´m
poma´ha´ nale´zat zp˚usoby, jak uzˇ´ıt chemicke´ reakce k produkci elektrˇiny a jak nao-
pak pouzˇ´ıt elektrˇinu k vyvola´n´ı chemicke´ reakce. Elektrochemicka´ meˇrˇen´ı mohou by´t
pouzˇita k analy´ze chemicky´ch syste´mu˚, kdy poskytuj´ı informaci o termodynamice
reakc´ı, vy´skytu kov˚u a organicky´ch la´tek [2].
Za´kladn´ı principy elektrochemie
Za´kladn´ı charakteristikou atomu, ktera´ vyjadrˇuje, jak silneˇ bude prˇitahovat elektron,
je jeho elektronegativita. Ta za´rovenˇ urcˇuje charakter vazby, kterou spolu atomy vy-
tvorˇ´ı. Jedna´-li se o atomy te´hozˇ prvku, vytvorˇ´ı kovalentn´ı vazbu, kde budou elektrony
sd´ıleny rovnomeˇrneˇ a jejich rozlozˇen´ı bude symetricke´ podle osy vazby. V prˇ´ıpadeˇ
atomu˚ s rozd´ılnou elektronegativitou by´vaj´ı elektrony sd´ıleny nerovnomeˇrneˇ. Elek-
tronegativneˇjs´ı atom prˇita´hne elektrony bl´ızˇe k sobeˇ, cozˇ vyu´st´ı v parcia´ln´ı za´porny´
na´boj (δ−) na straneˇ tohoto atomu a v parcia´ln´ı kladny´ na´boj (δ+) na straneˇ opacˇne´.
Vznikla´ molekula je tedy polarizova´na, prˇicˇemzˇ je-li rozd´ıl elektronegativit veˇtsˇ´ı nezˇ
2, elektronegativneˇjˇs´ı atom z´ıska´ elektron z druhe´ho atomu a vytvorˇ´ı se tak za´porny´
a kladny´ iont. Tyto ionty se vza´jemneˇ prˇitahuj´ı a vznika´ tak iontova´ vazba [3].
Reakce, prˇi nichzˇ docha´z´ı k elektronove´mu prˇenosu by´vaj´ı oznacˇova´ny jako re-
doxn´ı (oxidacˇneˇ-redukcˇn´ı) reakce. Redoxn´ı reakce by´va´ vzˇdy vy´sledkem soucˇasneˇ
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prob´ıhaj´ıc´ıch poloreakc´ı – oxidace a redukce. Prˇi nich docha´z´ı ke zmeˇna´m oxidacˇn´ıho
stavu atomu˚, ktery´ je vyja´drˇen tzv. oxidacˇn´ım cˇ´ıslem. Toto cˇ´ıslo, jezˇ mu˚zˇe naby´vat
kladne´, za´porne´ i nulove´ hodnoty, vyjadrˇuje hypoteticky´ na´boj, ktery´ by meˇl dany´
atom, pokud by vsˇechny jeho vazby byly iontove´. Oxidacˇn´ı cˇ´ıslo atomu se zvysˇuje,
resp. snizˇuje, pokud elektrony odevzda´va´, resp. prˇij´ıma´, prˇicˇemzˇ rˇ´ıka´me, zˇe se atom
oxiduje, resp. redukuje.
V elektrochemicky´ch syste´mech jsou v centru pozornosti procesy a faktory, ktere´
ovlivnˇuj´ı prˇenos na´boje mezi chemicky´mi fa´zemi, naprˇ´ıklad mezi elektricky´m vodicˇem
(elektroda) a iontovy´m vodicˇem (elektrolyt). Chova´n´ı elektron˚u v kovu lze cˇa´stecˇneˇ
pochopit uva´zˇen´ım jeho Fermiho hladiny, ktera´ odpov´ıda´ nejvysˇsˇ´ı zaplneˇne´ elektro-
nove´ hladineˇ. Jej´ı poloha nen´ı pevna´ a mu˚zˇe se meˇnit naprˇ´ıklad aplikac´ı elektricke´ho
potencia´lu na kovovou elektrodu, tedy doda´n´ım elektricke´ energie. Elektricky´ po-
tencia´l, ktery´ posuvem Fermiho energie meˇn´ı chemickou aktivitu reaktantu, mu˚zˇeme
nazy´vat elektrochemicky´m potencia´lem.
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Obr. 1.1: a) Hladina Fermiho energie EF v kovove´ elektrodeˇ a jej´ı posuv prˇi aplikaci
b) kladne´ho a c) za´porne´ho elektricke´ho potencia´lu. LUMO zde znacˇ´ı nejnizˇsˇ´ı neob-
sazeny´ molekulovy´ orbital reaktantu, HOMO nejvysˇsˇ´ı obsazeny´ molekulovy´ orbital
reaktantu, prˇicˇemzˇ cˇerne´ tecˇky zna´zornˇuj´ı elektrony na prˇ´ıslusˇny´ch elektronovy´ch
hladina´ch.
Obr. 1.1 ukazuje Fermiho hladinu spolu s orbita´ln´ımi energiovy´mi hladinami mo-
lekuly reaktantu. LUMO zde znacˇ´ı nejnizˇsˇ´ı neobsazeny´ molekulovy´ orbital, HOMO
nejvysˇsˇ´ı obsazeny´ molekulovy´ orbital. Aplikac´ı dostatecˇneˇ vysoke´ho kladne´ho po-
tencia´lu na elektrodu mu˚zˇe by´t Fermiho hladina posunuta nad u´rovenˇ LUMO re-
aktantu a elektrony bl´ızko Fermiho hladiny mohou prˇej´ıt do reaktantu. Naopak prˇi
aplikaci za´porne´ho potencia´lu se sn´ızˇ´ı Fermiho hladina pod u´rovenˇ HOMO reak-
tantu, z n´ızˇ mohou elektrony prˇej´ıt do elektrody. Proud elektron˚u, jezˇ v za´vislosti
na aplikovane´m potencia´lu prˇecha´zej´ı mezi elektrodou a reaktantem v roztoku, je
mozˇne´ meˇrˇit. Meˇrˇen´ı a analy´za te´to volt-ampe´rove´ za´vislosti je prˇedmeˇtem volta-
metrie [4].
4
Voltametrie
Veˇtsˇina voltametricky´ch meˇrˇen´ı prob´ıha´ v roztoku, jezˇ je uzavrˇen v elektrochemicke´
cele. Do analyzovane´ho roztoku jsou vnorˇeny zpravidla trˇi elektrody. Pracovn´ı elek-
troda (WE) je elektrodou, na n´ızˇ prob´ıha´ samotna´ reakce. Nejvyuzˇ´ıvaneˇjˇs´ım druhem
pracovn´ı elektrody je rtut’ova´ kapka, jej´ızˇ interakcˇn´ı povrch je dobrˇe definovany´
a snadno reprodukovatelny´. Metoda vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı rtut’ove´ pracovn´ı elektrody by´va´
oznacˇova´na jako polarografie [5]. Da´le lze vyuzˇ´ıt pracovn´ı elektrody z platiny, zlata,
strˇ´ıbra uhl´ıku atd., prˇicˇemzˇ za´kladn´ım pozˇadavkem je chemicka´ odolnost materia´lu
a snadne´ cˇiˇsteˇn´ı povrchu. Referencˇn´ı elektroda (RE) poskytuje stabiln´ı potencia´l,
se ktery´m je porovna´va´n potencia´l na pracovn´ı elektrodeˇ. Nejcˇasteˇji pouzˇ´ıvana´
referencˇn´ı elektroda je saturovana´ kalomelova´ elektroda (SCE) a Ag / AgCl elek-
troda. Pomocnou elektrodou (CE) by´va´ zpravidla platinovy´ dra´t. Proud roztokem
je meˇrˇen mezi pomocnou a pracovn´ı elektrodou [6]. Obecny´ trˇ´ıelektrodovy´ syste´m
je zna´zorneˇn na obra´zku 1.2a).
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Obr. 1.2: a) Trˇ´ıelektrodove´ usporˇa´da´n´ı pro voltametricka´ meˇrˇen´ı, kde WE znacˇ´ı
pracovn´ı, RE referencˇn´ı a CE pomocnou elektrodu. b) Cˇasovy´ pr˚ubeˇh potencia´lu
v ra´mci jednoho cyklu a c) volt-ampe´rova´ charakteristika z´ıskana´ cyklickou vol-
tametri´ı jednovla´knove´ DNA (ssDNA) a dvouvla´knove´ DNA (dsDNA) – prˇevzato
a upraveno z [7].
Za´kladem roztoku, do neˇhozˇ jsou elektrody ponorˇeny, je rozpousˇteˇdlo (naprˇ.
H2O), v neˇmzˇ je rozpusˇteˇn elektrolyt (naprˇ. NaCl). Elektrolyt o vysoke´ koncent-
raci zajiˇst’uje dostatecˇnou elektrickou vodivost roztoku. K vytvorˇen´ı prostrˇed´ı o sta-
biln´ıch podmı´nka´ch, zejme´na o sta´le´m pH, je do roztoku prˇida´no pufrovac´ı cˇinidlo.
Do takto stabilizovane´ho prostrˇed´ı lze pote´ prˇidat samotny´ reaktant [8].
Obra´zek 1.2b) ukazuje cˇasovy´ pr˚ubeˇh potencia´lu aplikovany´ na pracovn´ı elek-
trodu v ra´mci jednoho cyklu cyklicke´ voltametrie, ktera´ je pouzˇ´ıva´na [9] na Bio-
fyzika´ln´ım u´stavu Akademie veˇd v Brneˇ, s n´ımzˇ je nava´za´na spolupra´ce. Prˇ´ıklad
5
voltamogramu odliˇsuj´ıc´ıho signa´l od jednovla´knove´ DNA (ssDNA) od dvouvla´knove´
DNA (dsDNA) je na obra´zku 1.2c) [7]. Aplikac´ı voltametrie je nespocˇet, naprˇ´ıklad
detekce karcinogen˚u, pesticid˚u, barviv, farmaceutik, teˇzˇky´ch kov˚u atd [10].
1.2 Plazmonicke´ biosenzory
Materia´ly maj´ıc´ı za´pornou rea´lnou cˇa´st dielektricke´ funkce mohou podporovat vznik
rezonance povrchovy´ch plazmonovy´ch polariton˚u (surface plasmon polariton – SPP).
Jedna´ se kolektivn´ı oscilace povrchovy´ch vodivostn´ıch elektron˚u, jezˇ mohou by´t za
vyuzˇit´ı vazebne´ho cˇlenu (skleneˇny´ hranol, mrˇ´ızˇka) vybuzeny dopadem elektromag-
neticke´ vlny. Tyto oscilace se sˇ´ıˇr´ı na rozhran´ı vrstvy kovu a dielektrika, prˇicˇemzˇ
intenzita elektricke´ho pole je v bl´ızkosti rozhran´ı zes´ılena a klesa´ exponencia´lneˇ
s rostouc´ı vzda´lenost´ı od rozhran´ı. Oblast pr˚uniku te´to tzv. evanescentn´ı vlny do
dielektricke´ho prostrˇed´ı vymezuje objem, na jehozˇ index lomu jsou oscilace cit-
live´ [11]. Pra´veˇ pomeˇrneˇ velka´ lokalizace elektromagneticke´ho pole v bl´ızkosti roz-
hran´ı umozˇnˇuje detekovat deˇje, jezˇ se zde odehra´vaj´ı. Jedna´ se naprˇ´ıklad o adsorpci
molekul na rozhran´ı, prˇ´ıpadneˇ jejich nava´za´n´ı na jizˇ drˇ´ıve funkcionalizovany´ povrch.
K detekci prˇ´ıtomnosti biomolekul bylo povrchovy´ch plazmon˚u vyuzˇito poprve´ uzˇ
kolem roku 1983 Liedbergem et al. [12]. Od te´ doby nalezly techniky vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı
SPP aplikace v r˚uzny´ch oblastech vcˇetneˇ le´karˇske´ diagnostiky, kontroly zˇivotn´ıho
prostrˇed´ı, neza´vadnosti potravin atd., jezˇ jsou shrnuty naprˇ. v [13].
LSP biosenzory
Povrchove´ plazmonove´ polaritony nelze vybudit prˇ´ımy´m dopadem elektromagne-
ticke´ho za´rˇen´ı. Je trˇeba vyuzˇ´ıt vazebny´ cˇlen ve formeˇ hranolu cˇi mrˇ´ızˇky, cˇ´ımzˇ se
komplikuje zarˇ´ızen´ı urcˇene´ k jejich buzen´ı a detekci. Za´rovenˇ SPP konfigurace ne-
umozˇnˇuje prˇ´ıliˇs dobrˇe lokalizovat prˇ´ıpadnou vazebnou interakci biomolekuly, protozˇe
vzda´lenost, po n´ızˇ se SPP sˇ´ıˇr´ı, je v rˇa´du µm a oblast pr˚uniku teˇchto vln do zkou-
mane´ho prostrˇed´ı je v rˇa´du stovek nm [14]. Tento proble´m lze minimalizovat, po-
kud je mı´sto spojite´ kovove´ vrstvy vyuzˇito diskre´tn´ıch kovovy´ch struktur rozmeˇroveˇ
mensˇ´ıch nezˇ vlnova´ de´lka dopadaj´ıc´ı elektromagneticke´ vlny. Dopad sveˇtla vybud´ı
kolektivn´ı oscilace vodivostn´ıch elektron˚u v ra´mci objemu nanostruktury. Tuto rezo-
nanci oznacˇujeme jako lokalizovany´ povrchovy´ plazmon (localized surface plasmon –
LSP), prˇicˇemzˇ oblast pr˚uniku zes´ılene´ho elektromagneticke´ho pole je v rˇa´du des´ıtek
nm. Rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka LSP za´vis´ı na velikosti nanocˇa´stice, kdy zpravidla
nar˚usta´ s jej´ım rozmeˇrem [15]. Da´le za´vis´ı na materia´lu nanocˇa´stice, kde plat´ı, zˇe
vyuzˇit´ı strˇ´ıbra umozˇnˇuje rezonanci v oblasti mensˇ´ıch vlnovy´ch de´lek nezˇ zlato [16].
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Vliv maj´ı take´ loka´ln´ı dielektricke´ vlastnosti okol´ı nanocˇa´stice, prˇicˇemzˇ na´r˚ust in-
dexu lomu prostrˇed´ı je spojen s posuvem k veˇtsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m [17], a v ne-
posledn´ı rˇadeˇ tvar nanocˇa´stice [18]. Soucˇasne´ techniky vy´roby teˇchto nanocˇa´stic
umozˇnˇuj´ı vytvorˇen´ı tvaru, ktery´ je vhodny´ pro pozˇadovanou aplikaci. Jedna´ se
naprˇ´ıklad o ante´ny ve tvaru disk˚u [19], kva´dr˚u [20], trojboky´ch hranol˚u [21], srpk˚u
[22], hveˇzdic [23], prstenc˚u [24], po´r˚u [25] a dalˇs´ıch. Vyuzˇit´ı v´ıce cˇa´stic umozˇnˇuje
vznik mı´st se zes´ıleny´m polem v oblasti mezi cˇa´sticemi, tedy jesˇteˇ veˇtsˇ´ı lokalizaci
elektromagneticke´ho pole. Jedna´ se o tzv. dimery (vyuzˇit´ı bl´ızkosti dvou cˇa´stic) [26],
trimery [27], prˇ´ıpadneˇ klastry obsahuj´ıc´ı v´ıce cˇa´stic [28].
Zmeˇnu indexu lomu okoln´ıho prostrˇed´ı lze detekovat pomoc´ı plazmonicky´ch
nanocˇa´stic na za´kladeˇ zmeˇny rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky plazmonove´ rezonance nebo
zmeˇny jej´ı fa´ze.
Zmeˇna rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
Prˇi pozorova´n´ı nanocˇa´stic vykazuj´ıc´ıch LSP rezonance by´vaj´ı pouzˇity zejme´na op-
ticke´ spektroskopicke´ metody. Ty umozˇnˇuj´ı meˇrˇen´ım spektra´ln´ıch za´vislost´ı odra-
zivosti cˇi propustnosti charakterizovat interakci sveˇtla s nanocˇa´sticemi. Spektra´ln´ı
za´vislost odrazivosti poda´va´ informaci o rozptylu sveˇtla na nanocˇa´stic´ıch, prˇicˇemzˇ
sveˇtlo mu˚zˇe by´t i absorbova´no. Vliv obou efekt˚u dohromady lze vyja´drˇit pomoc´ı
extinkce, kterou je mozˇne´ urcˇit meˇrˇen´ım spektra´ln´ı za´vislosti propustnosti. Extinkci
lze charakterizovat pomoc´ı u´cˇinne´ho pr˚urˇezu Cext, ktery´ lze z Mieho teorie definovat
jako [29]
Cext =
4pi
k2
Re
{
i
− m
+ 2m
}
, (1.1)
kde  znacˇ´ı dielektrickou funkci materia´lu cˇa´stice, m dielektrickou konstantu okoln´ıho
prostrˇed´ı, k = 2pinm/λ je vlnove´ cˇ´ıslo odpov´ıdaj´ıc´ı vlnove´ de´lce λ v prostrˇed´ı o in-
dexu lomu nm, ktery´ souvis´ı s dielektrickou konstantou dle m = n
2
m.
U´cˇinny´ pr˚urˇez extinkce dle rce. (1.1) naby´va´ maxima´ln´ı hodnoty v prˇ´ıpadeˇ, zˇe
plat´ı rezonancˇn´ı podmı´nka
Re{+ 2m} → 0. (1.2)
Je-li ve vyja´drˇen´ı dielektricke´ funkce materia´lu nanocˇa´stice pouzˇit Drudeho mo-
del pro oblast viditelne´ho a ultrafialove´ho sveˇtla ve tvaru
Re{} = 1− ω
2
p
ω2
, (1.3)
prˇicˇemzˇ ωp je plazmova´ frekvence materia´lu, lze dospeˇt k za´vislosti rezonancˇn´ı vlnove´
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de´lky λ na indexu lomu nm ve tvaru
λ = λp
√
2m + 1 '
√
2λpnm, (1.4)
kde λp znacˇ´ı vlnovou de´lku prˇ´ıslusˇej´ıc´ı plazmove´ frekvenci materia´lu ωp. Rovnice
(1.4) tedy pro dostatecˇneˇ u´zky´ rozsah nm ukazuje linea´rn´ı za´vislost rezonancˇn´ı vlnove´
de´lky LSP sfe´ricky´ch nanocˇa´stic na indexu lomu okol´ı.
Svedendahl et al. [30] porovna´vali posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky LSP a SPP
odpov´ıdaj´ıc´ı jednotkove´ zmeˇneˇ indexu lomu (RIU – refractive index unit). Pro 50 nm
zlatou vrstvu (SPP) dospeˇl k posuvu rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky o 3300 nm/RIU a pro
pole zlaty´ch nanodisk˚u (LSP) dospeˇl k hodnoteˇ 178 nm/RIU, cozˇ by mohlo ve´st
k za´veˇru, zˇe detekce pomoc´ı SPP je mnohem citliveˇjˇs´ı. Pokud jsou vsˇak meˇrˇeny
zmeˇny indexu lomu v bl´ızkosti povrchu zp˚usobene´ adsorpc´ı vrstvy molekul, odezva
teˇchto dvou technik se sta´va´ srovnatelnou [31,32].
Vliv adsorpce vrstvy molekul o tlousˇt’ce d a indexu lomu na na zmeˇnu rezonancˇn´ı
vlnove´ de´lky ∆λ lze vyja´drˇit dle vztahu [33]
∆λ = m(na − nm)[1− exp(−2d/ld)], (1.5)
kde m je faktor citlivosti (nm/RIU), nm objemovy´ index lomu okoln´ıho prostrˇed´ı a ld
uda´va´ vzda´lenost od rozhran´ı, v n´ızˇ dojde k poklesu intenzity elektromagneticke´ho
pole na 1/e na´sobek p˚uvodn´ı hodnoty. Rovnice (1.5) ukazuje, zˇe vy´sledny´ posuv
rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky je velmi za´visly´ na parametru ld, pro SPP naby´va´ hodnoty
200-300 nm a LSP i me´neˇ nezˇ 10 nm, kdy LSP prˇinejmensˇ´ım vyrovna´va´ citlivost
SPP [14].
Posuvu rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro detekci biomolekul vyuzˇili naprˇ. Ruemmele
et. al [34]. Kryc´ı skl´ıcˇko (φ = 25 mm) pokryli oddeˇleny´mi zhruba milimetrovy´mi
kruhovy´mi oblastmi tvorˇeny´mi zlaty´mi diskovy´mi ante´nami o pr˚umeˇru 190 nm.
Kazˇda´ z oblast´ı je individua´lneˇ prˇ´ıstupna´ a umozˇnˇuje tak kazˇdou z nich vystavit
jiny´m podmı´nka´m a vy´sledny´ vliv na plazmonove´ rezonance v jednotlivy´ch oblastech
meˇrˇit pomoc´ı extinkcˇn´ı spektroskopie. Takove´ usporˇa´da´n´ı vyuzˇili po funkcionalizaci
vesˇkery´ch oblast´ı ante´n biotinem k detekci anti-biotinu. Na jednotlive´ oblasti byly
aplikova´ny roztoky o r˚uzny´ch koncentrac´ıch anti-biotinu. Extinkcˇn´ı spektra z teˇchto
oblast´ı z´ıskana´ vykazovala odezvu na jednotlive´ koncentrace v podobeˇ posuvu rezo-
nancˇn´ı vlnove´ de´lky (obr. 1.3).
V ra´mci prvn´ı cˇa´sti se zameˇrˇ´ım prˇedevsˇ´ım na vyuzˇit´ı zmeˇny fa´ze, jej´ızˇ meˇrˇen´ı je
pote´ obsahem kap. 2.
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Obr. 1.3: Vlevo: skleneˇny´ vzorek (φ = 25 mm), s oblastmi ante´n (tmave´ kruhove´ plo-
chy) s vyznacˇeny´mi aplikovany´mi koncentracemi anti-biotinu – oranzˇoveˇ µM a b´ıle
nM koncentrace. Vpravo: vy´sledna´ odezva rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky na koncentraci
anti-biotinu. Prˇevzato a upraveno z [34].
Zmeˇna fa´ze
Fa´ze sveˇtla vykazuje netrivia´ln´ı chova´n´ı – je to periodicka´ promeˇnna´, ktera´ nen´ı de-
finova´na v mı´stech s nulovou intenzitou sveˇtla. Z toho plyne, zˇe se objevuje extre´mneˇ
strmy´ fa´zovy´ prˇechod mezi oblast´ı s nulovou a nenulovou intenzitou. Obecneˇ plat´ı,
zˇe pokud amplituda syste´mu projde nulou, potom celkova´ fa´ze syte´mu prodeˇla´ te´meˇrˇ
skokovou zmeˇnu o pi. Stejneˇ tak k prˇeskoku dojde prˇi minima´ln´ı zmeˇneˇ vneˇjˇs´ıch para-
metr˚u [35]. Tyto u´vahy lze prˇ´ımo aplikovat na SPP, kde se objevuje rezonancˇn´ı pokles
v za´vislosti na vlnove´ de´lce p-polarizovane´ho sveˇtla odrazˇene´ho od kovove´ vrstvy.
Tento pokles je spojen se vznikem SPP, prˇicˇemzˇ v te´to oblasti je opravdu mozˇne´ de-
tekovat strmou zmeˇnu fa´ze, jak prvneˇ uka´zali Abeles et al. uzˇit´ım elipsometrie [36].
Da´le je mozˇne´ detekovat prostorove´ rozlozˇen´ı fa´ze vyuzˇit´ım interferometricky´ch [37]
nebo holograficky´ch metod. Kombinac´ı rastrovac´ı opticke´ mikroskopie v bl´ızke´m
poli rozptylove´ho typu (s-SNOM) s interferometrickou detekc´ı, lze dosa´hnout zisku
informac´ı o amplitudeˇ i fa´zi azˇ s 10 nm prostorovy´m rozliˇsen´ım [38,39].
Prvn´ı, kdo vyuzˇil zmeˇny fa´ze jakozˇto senzoru zmeˇny indexu lomu okoln´ıho pros-
trˇed´ı, byli Kabashin et al. [40]. Sledovali take´, mimo jine´, hodnoty fa´ze v za´vislosti
na prˇ´ıtomnosti dvou r˚uzny´ch plyn˚u (Ar a N2), pro neˇzˇ je rozd´ıl indexu lomu (RI)
∆n = 1, 5 · 10−5. Odpov´ıdaj´ıc´ı fa´zovy´ rozd´ıl ∆ϕ ≈ 0, 7pi prˇi schopnosti detekovat
zmeˇny fa´ze azˇ do 2 · 10−3 rad uda´va´ citlivost SPR interferometru na zmeˇny RI azˇ
∆n = 4 · 10−8.
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Obr. 1.4: Vy´sledky simulace odrazivosti (vlevo) a fa´ze (vpravo) v za´vislosti na
u´hlu dopadu svazku o vlnove´ de´lce 633 nm na zlatou vrstvu o r˚uzny´ch tlousˇt’ka´ch:
(1) 40 nm, (2) 45 nm, (3) 50 nm, (4) 55 nm a (5) 60 nm. Prˇevzato a upraveno z [41].
Kochergin et al. [41] simulovali vliv r˚uzny´ch parametr˚u SPP (vlnova´ de´lka osvitu,
u´hel dopadu, tlousˇt’ka vrstvy) na pr˚ubeˇh odrazivosti meˇrˇene´ elipsometricky, zejme´na
na polohu jej´ıho minima. Za´rovenˇ pocˇ´ıtali pr˚ubeˇh fa´ze pro dane´ parametry, prˇicˇemzˇ
jej´ı strmost byla nejveˇtsˇ´ı v prˇ´ıpadeˇ, kdy se odrazivost bl´ızˇila nule. Vy´pocˇty a experi-
menty mimo jine´ proka´zaly, zˇe volbou vhodne´ tlousˇt’ky zlate´ vrstvy pro prˇ´ıslusˇnou vl-
novou de´lku osvitu, lze dosa´hnout u´plne´ho potlacˇen´ı odrazivosti, jak ukazuje obr. 1.4.
K podobny´m vy´sledk˚um se propracovali take´ Zhang et al. [42], kterˇ´ı vsˇak pro zisk
fa´ze vyuzˇili interference radia´lneˇ a azimuta´lneˇ polarizovany´ch svazk˚u. Citlivost te´to
metody byla urcˇena jako ∆n = 7, 4 · 10−7 prˇi meˇrˇen´ı fa´ze s vodny´mi roztoky NaCl
o r˚uzny´ch koncentrac´ıch.
K detekci prˇ´ıtomnosti biomolekul byla meˇrˇen´ı zmeˇny fa´ze provedena poprve´ po-
moc´ı Machova-Zenderova interferometru [43]. Na povrch kovu byl nanesen roztok
fosfa´tove´ho pufru (PBS), jenzˇ obsahoval hoveˇz´ı se´rovy´ albumin (BSA), cozˇ vyvolalo
vy´raznou fa´zovou odezvu. Prˇida´n´ı BSA protila´tek zp˚usobilo dalˇs´ı na´r˚ust fa´ze od-
pov´ıdaj´ıc´ı jej´ımu nava´za´n´ı na BSA. Detekcˇn´ı limit takove´ho senzoru byl vycˇ´ıslen na
7,4 ng/ml. Ho et al. [44] da´le uka´zali, zˇe vyuzˇit´ı Michelsonova cˇi Fabryho-Perotova
interferometru prˇina´sˇ´ı alesponˇ dvojna´sobne´ zvy´sˇen´ı citlivosti oproti vyuzˇit´ı vy´sˇe uve-
dene´ho Machova-Zenderova interferometru.
Z jedine´ho interferencˇn´ıho obrazce (hologram) je mozˇne´ zrekonstruovat kom-
pletn´ı 3D informaci o amplitudeˇ a fa´zi rezonanc´ı. Suck et al. [45] vyuzˇili holografie
k mapova´n´ı rozptylu intenzity na dimeru zlaty´ch nanodisk˚u v r˚uzny´ch rovina´ch,
prˇicˇemzˇ pr˚ubeˇh fa´ze pro r˚uzne´ druhy osvitu pouze simulovali. Citlivost´ı rekonstru-
ovane´ amplitudy a fa´ze pomoc´ı digita´ln´ı holografie v za´vislosti na zmeˇna´ch indexu
lomu prostrˇednictv´ım vysycha´n´ı roztoku NaCl se zaby´vali v [46]. Zjistili prˇitom,
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zˇe citlivosti jsou takrˇka komplementa´rn´ı – prˇi male´ citlivosti fa´ze je mozˇne´ vyuzˇ´ıt
amplitudy a naopak.
Take´ usporˇa´dany´ch pol´ı nanostruktur lze vyuzˇ´ıt k minimalizaci odrazivosti. Prˇi
volbeˇ vhodny´ch parametr˚u je mozˇne´ dosa´hnout potlacˇen´ı odrazivosti vzorku a fa´ze se
strmeˇ zmeˇn´ı o pi. Prˇi difrakci svazku na struktura´ch mu˚zˇe za urcˇity´ch podmı´nek doj´ıt
k vymizen´ı neˇktere´ho difrakcˇn´ıho rˇa´du prˇi prˇechodu mezi vzduchem a substra´tem
prˇi tzv. Rayleighoveˇ mezn´ı vlnove´ de´lce [47].
Osvit Rayleighovou mezn´ı vlnovou de´lkou vyuzˇili naprˇ. Kravets et al. [48], kterˇ´ı
k elipsometricky´m meˇrˇen´ım pouzˇili nanostruktury v podobeˇ pole zlaty´ch nanodisk˚u.
Prˇi takove´m usporˇa´da´n´ı autorˇi uva´deˇj´ı citlivost fa´ze na zmeˇnu RI azˇ ∆n = 2 · 10−9,
cozˇ je o rˇa´d lepsˇ´ı citlivost nezˇ prˇi vyuzˇit´ı detekce fa´ze v klasicke´ SPP [49]. Kromeˇ
jednotlivy´ch ante´n pouzˇili take´ jejich dvojice, prˇicˇemzˇ tato geometrie vykazovala
vy´razne´ zmensˇen´ı spektra´ln´ı sˇ´ıˇrky rezonance zachycene´ v extinkcˇn´ıch spektrech.
Zmeˇny polohy rezonance a jej´ı spektra´ln´ı sˇ´ıˇrku v za´vislosti na vza´jemne´ vzda´lenosti
nanocˇa´stic jsou podrobneˇji popsa´ny v [50].
Li et al. [51] pozorovali reakci opticke´ fa´ze a extinkcˇn´ıch spekter na zmeˇnu in-
dexu lomu prostrˇed´ı a porovna´vali jejich citlivost. Fa´ze byla detekova´na po excitaci
longitudina´ln´ıho mo´du zlaty´ch nanotycˇinek jak bl´ızky´m polem (evanescentn´ı vlnou
prˇi tota´ln´ım vnitrˇn´ım odrazu), tak polem daleky´m (rovinnou vlnou). Detekce fa´ze
v obou prˇ´ıpadech umozˇnila veˇtsˇ´ı citlivost na zmeˇny indexu lomu nezˇ prˇi meˇrˇen´ı
extinkce - prˇi buzen´ı bl´ızky´m polem (84-kra´t) a daleky´m polem (8-kra´t).
Obr. 1.5: Dynamicka´ odezva elipsometricky´ch parametr˚u na nava´za´n´ı antigenu
(anti-EGFR) a na´sledne´ interakci se sekunda´rn´ımi protila´tkami. Vlevo: parametr
Ψ, vpravo: parametr ∆. Prˇevzato a upraveno z [52].
Moirangthem et al. [52] vytvorˇili pole cˇa´stecˇneˇ v substra´tu zanorˇeny´ch zlaty´ch
nanoostr˚uvk˚u k fa´zove´ detekci vazby antigenu anti-EGFR a sekunda´rn´ıch protila´tek
IgG. Cˇasovy´ vy´voj elipsometricky´ch parametr˚u v ra´mci jednotlivy´ch krok˚u analy´zy
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je zna´zorneˇn na obr. 1.5. Vy´choz´ım stavem je roztok PBS pufru, na´sleduje prˇida´n´ı
antigenu, odstraneˇn´ı nezachycene´ho antigenu pomoc´ı PBS pufru, nacˇezˇ jsou prˇida´ny
samotne´ protila´tky.
Detekcˇn´ı limit biosenzoru zalozˇene´ho na meˇrˇen´ı fa´ze se bl´ızˇ´ı azˇ k jednomoleku-
love´mu rozliˇsen´ı, jak je uka´za´no v [53], kde je popsa´na detekce streptavidinu na
struktura´ch funkcionalizovany´ch biotinem.
Zaj´ımavy´m se jev´ı take´ zisk informace o fa´zi rezonanc´ı v nanostruktura´ch bu-
zeny´ch femtosekundovy´mi pulzy, jejichzˇ spektra´ln´ı za´vislost pr˚ubeˇhu amplitudy je
zna´ma a fa´ze je rˇ´ızeneˇ tvarova´na [54]. V nameˇrˇene´ fa´zove´ za´vislosti je pote´ obsazˇena
jak p˚uvodn´ı rˇ´ızeneˇ tvarovana´ fa´ze, tak intrinsicka´ fa´ze zp˚usobena´ rezonanc´ı ante´n,
kterou lze pak vy´pocˇtem urcˇit. Accanto et al. [55] doka´zali z´ıskat amplitudu a fa´zi
rezonanc´ı prˇ´ımo vyuzˇit´ım dvoufotonove´ excitace (takrˇka soucˇasna´ interakce dvou fo-
ton˚u o stejne´ energii s nanostrukturou, jezˇ se projev´ı jako interakce jednoho fotonu
o dvojna´sobne´ energii). Signa´l generovany´ dvoufotonovou excitac´ı prˇ´ımo poda´va´
informaci o vlastn´ı amplitudeˇ a fa´zi plazmonovy´ch rezonanc´ı.
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1.3 Elektrochemicke´ plazmonicke´ biosenzory
Plazmonicke´ biosenzory – at’ uzˇ ty vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı jizˇ pomeˇrneˇ osvojene´ techniky po-
vrchovy´ch plazmonovy´ch rezonanc´ı [13, 56, 57] cˇi ty teˇzˇ´ıc´ı z lokalizovany´ch povr-
chovy´ch plazmonovy´ch rezonanc´ı [58–60], prˇitahuj´ı sta´le v´ıce pozornosti. Avsˇak nej-
jednodusˇsˇ´ı a neju´speˇsˇneˇjˇs´ı senzory, jako naprˇ´ıklad gluko´zovy´ biosenzor [61], jsou
zalozˇeny na detekci elektricke´ho signa´lu. Nab´ız´ı se tedy varianta spojen´ı obou me-
tod a vytvorˇen´ı tzv. elektrochemicke´ho plazmonicke´ho biosenzoru. Hlavn´ı vy´hodou
te´to kombinace je mozˇnost z elektricke´ho proudu kvantifikovat mnozˇstv´ı la´tky, u n´ızˇ
prˇi reakci docha´z´ı k elektronove´mu prˇenosu, a z plazmonovy´ch rezonanc´ı z´ıskat in-
formaci o indexu lomu adsorbovane´ vrstvy, prˇ´ıpadneˇ i jej´ı tlousˇt’ku [62].
Prova´zanost opticke´ a elektricke´ odezvy senzoru
Opticke´ a elektricke´ jevy spolu u´zce souvis´ı a navza´jem se ovlivnˇuj´ı. Prˇi dopadu
sveˇtla na polovodicˇ mu˚zˇe za jisty´ch podmı´nek v atomu doj´ıt k excitaci elektronu
a jeho prˇechodu z valencˇn´ıho do vodivostn´ıho pa´su. Je-li tento elektron vneˇjˇs´ım
elektricky´m polem oddeˇlen od kladneˇ nabite´ho atomu, jenzˇ se chova´ jako d´ıra, mu˚zˇe
takto generovany´ proud slouzˇit k napa´jen´ı elektricky´ch zarˇ´ızen´ı. Jedna´ se o za´kladn´ı
princip fotovoltaicky´ch cˇla´nk˚u [63].
Sheldon et al. [64] uka´zali, zˇe prˇemeˇny sveˇtelne´ energie na elektrickou je mozˇne´
dosa´hnout i vyuzˇit´ım plazmonovy´ch rezonanc´ı v kovovy´ch nanostruktura´ch. Zlate´
nanocˇa´stice na substra´tu c´ınem dopovane´ho oxidu india (ITO) a d´ıry o pr˚umeˇru
100 nm ve 20 nm tluste´ vrstveˇ zlata na skleneˇne´m substra´tu slouzˇily jako testo-
vac´ı plazmonicke´ nanostruktury. Pro oba druhy nanostruktur autorˇi potvrdili vznik
elektricke´ho napeˇt´ı o r˚uzne´ polariteˇ, kdyzˇ struktury osveˇtlovali monochromaticky´m
sveˇtlem s vlnovy´mi de´lkami veˇtsˇ´ımi resp. mensˇ´ımi nezˇ jejich rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka.
Jevy opacˇne´ho ra´zu, tedy zmeˇna opticke´ odezvy v za´vislosti na aplikaci po-
tencia´lu na nanostruktury a t´ım vyvolane´ zmeˇny v hustoteˇ elektron˚u, jsou mnohem
le´pe prozkouma´ny. Vliv elektricke´ho pole na plazmonovou rezonanci vyuzˇili Abeles
et al. [36] k pozorova´n´ı rozhran´ı zlata a elektrolytu. Tadjeddine et al. [65] expe-
rimenta´lneˇ z´ıskali vztah urcˇuj´ıc´ı za´vislost plazmonovy´ch rezonanc´ı na aplikovane´m
potencia´lu pro strˇ´ıbro [Ag(111) v NaClO4]. Foley et al. [66] tuto za´vislost diskutovali
z hlediska zmeˇny plazmove´ frekvence v ra´mci Drudeho modelu volny´ch elektron˚u.
Jak ukazuje tabulka 1.1, posuvy rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek nemus´ı by´t zp˚usobeny
pouze zmeˇnou elektronove´ hustoty, ale i vlivem dalˇs´ıch efekt˚u. Tyto efekty jsou sto
zp˚usobit posuvy rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky jak k mensˇ´ım, tak veˇtsˇ´ım vlnovy´ch de´lka´m,
prˇicˇemzˇ tyto zmeˇny nemus´ı by´t vzˇdy vratne´.
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Elektrochemie a LSP
Veˇtsˇina cˇla´nk˚u o spojen´ı elektrochemie a LSP se zaby´va´ nanocˇa´sticemi. Zlate´ (ob-
dobneˇ i strˇ´ıbrne´) nanocˇa´stice jsou obvykle z´ıska´va´ny redukc´ı iont˚u zlata v roztoku,
jak je shrnuto v [76]. Podobneˇ lze z´ıskat kovove´ nanocˇa´stice rˇ´ızenou redukc´ı iont˚u
v roztoku na platinove´ elektrodeˇ [77]. Da´le je mozˇne´ vyuzˇ´ıt naprˇ. anodicke´ho roz-
pousˇteˇn´ı zlate´ elektrody [78] (podobneˇ i strˇ´ıbrne´ [79]), prˇicˇemzˇ uvolneˇne´ ionty se na
chemicky stabiln´ı platinove´ katodeˇ redukuj´ı za tvorby nanocˇa´stic, jejichzˇ velikost lze
regulovat zmeˇnou proudove´ hustoty mezi elektrodami.
Prˇi detekci elektricke´ho a opticke´ho signa´lu za vyuzˇit´ı plazmonicky´ch nanocˇa´s-
tic je velmi d˚ulezˇite´ pochopit, jak elektrochemicky´ potencia´l ovlivnˇuje jejich op-
ticke´ vlastnosti. Mulvaney et al. [80] byli prvn´ı, kdo shrnuli spojen´ı plazmonicky´ch
nanocˇa´stic s elektrochemi´ı. Uvazˇovali o prˇesunu elektron˚u z elektrody do cˇa´stice jako
o deˇji, jenzˇ zmeˇn´ı hustotu volny´ch elektron˚u v Drudeho modelu, cozˇ ma´ za na´sledek
zvy´sˇen´ı plazmove´ frekvence. Jak ukazuje rovnice (1.6), vy´sledny´ pomeˇr koncentrace
elektron˚u prˇed a po aplikaci potencia´lu odpov´ıda´ druhe´ mocnineˇ pomeˇru prˇ´ıslusˇny´ch
rezonancˇn´ı vlnovy´ch de´lek [81].
λf
2/λi
2 = Ni/Nf , (1.6)
kde λ znacˇ´ı vlnovou de´lku rezonance, N koncentraci vodivostn´ıch elektron˚u a indexy
i a f oznacˇuj´ı pocˇa´tecˇn´ı a konecˇny´ stav.
Jsou-li nanocˇa´stice nava´za´ny na vodivy´ povrch, je s nimi mozˇne´ snadneˇji ma-
nipulovat a take´ rychleji kontrolovat prˇ´ıvod elektrochemicky´ch potencia´l˚u. Je tedy
trˇeba nale´zt vodivy´, prˇesto transparentn´ı podkladovy´ materia´l. T´ımto materia´lem
je naprˇ´ıklad c´ınem dopovany´ oxid india (ITO) [82,83]. Tento n-dopovany´ polovodicˇ
dosahuje pomeˇrneˇ n´ızke´ho meˇrne´ho elektricke´ho odporu (ρ ∼ 10−5 Ω·cm [84]). Sˇ´ıˇrka
pa´su zaka´zany´ch energi´ı je okolo 4 eV, cozˇ jej cˇin´ı propustny´m pro viditelne´ a bl´ızke´
infracˇervene´ sveˇtlo [85].
ITO je prˇi katodicky´ch potencia´lech okolo -1,3 eV (v˚ucˇi saturovane´ kalomelove´
elektrodeˇ - SCE) vy´razneˇ narusˇova´n oxidac´ı [86]. Prˇi kladny´ch anodicky´ch po-
tencia´lech je ITO elektrochemicky stabiln´ı. Cheng et al. [87] tuto stabilitu zuzˇitkovali
pro depozici zlaty´ch nanocˇa´stic pomoc´ı cyklicke´ voltametrie. Vyuzˇili trˇ´ıelektrodove´
usporˇa´da´n´ı se stocˇeny´m Pt vla´knem jako pomocnou elektrodou, Ag/AgCl referencˇn´ı
elektrodou a ITO substra´tu jako pracovn´ı elektrody. Elektrody byly pote´ ponorˇeny
do roztoku HAuCl4 v roztoku fosfa´tove´ho pufru s rozd´ılnou koncentrac´ı KCl. Na
pracovn´ı elektrodu byl pote´ periodicky prˇiva´deˇn potencia´l jdouc´ı od -1,00 do 1,15 V
v˚ucˇi Ag/AgCl. S nar˚ustaj´ıc´ım pocˇtem cykl˚u se zveˇtsˇovaly rozmeˇry nanocˇa´stic, cozˇ
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kromeˇ analy´zy pomoc´ı rastrovac´ıho elektronove´ho mikroskopu potvrdila i nar˚ustaj´ıc´ı
extinkce a posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky k veˇtsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m, jak ukazuje
obr. 1.6.
Obr. 1.6: Odezva lokalizovany´ch plazmonovy´ch rezonanc´ı v za´vislosti na rostouc´ım
pocˇtu voltametrickcy´h cykl˚u. Vlozˇeny´ graf ukazuje odecˇtene´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
a extinkci odpov´ıdaj´ıc´ı jednotlivy´m spektr˚um. Prˇevzato a upraveno z [87].
Hill et al. [88] vyuzˇili mikroskopii v temne´m poli k detekci depozice individua´ln´ıch
strˇ´ıbrny´ch nanocˇa´stic prˇ´ıpadneˇ jejich shluk˚u s 350 nm prostorovy´m a milisekun-
dovy´m cˇasovy´m rozliˇsen´ım. Tato metoda umozˇnˇuje detekci neˇkolika set azˇ tis´ıc
nanocˇa´stic za´rovenˇ a zrekonstruovat voltametrickou za´vislost kazˇde´ z nich. Nanocˇa´s-
tice strˇ´ıbra byly deponova´ny z roztoku CH3CO2Ag a LiClO4 v MeCN rozpousˇteˇdle
na ITO elektrodeˇ pomoc´ı linea´rn´ı voltametrie. S cˇasovy´m krokem 5 ms byla zazna-
mena´va´na mapa intenzity rozptylu, k jej´ımuzˇ na´r˚ustu prˇi dostatecˇne´m katodicke´m
potencia´lu zacˇne v oblastech vy´skytu nanocˇa´stice docha´zet. Pr˚ubeˇh za´vislosti inten-
zity rozptylu na aplikovane´m potencia´lu jednotlivy´ch nanocˇa´stic je funkc´ı jej´ı veli-
kosti, cozˇ po kalibraci pomoc´ı SEM umozˇnilo opticky detekovat velikost nanocˇa´stic.
Znalost za´vislosti velikosti nanocˇa´stice na aplikovane´m potencia´lu umozˇnila vypocˇ´ı-
tat proud zp˚usobeny´ redukc´ı Ag+ iont˚u. Autorˇi tak z´ıskali voltametrickou za´vislost
pro jednotlive´ nanocˇa´stice.
Jsou-li na elektrodu s kovovy´mi nanocˇa´sticemi aplikova´ny kladne´ elektroche-
micke´ potencia´ly, mu˚zˇe docha´zet k jejich oxidaci a na´sledne´mu rozpousˇteˇn´ı. Tento
oxidacˇn´ı potencia´l je za´visly´ na velikosti nanocˇa´stice, jak uka´zali Ivanova et al. [89]
pro strˇ´ıbrne´ nanocˇa´stice. Po adsorbci na ITO substra´t s NH2 skupinou na po-
vrchu byla provedena linea´rn´ı voltametrie roztoku H2SO4. Ru˚zne´ velikosti nanocˇa´stic
vykazovaly r˚uznou polohu anodicke´ho p´ıku, prˇicˇemzˇ oxidace mensˇ´ıch nanocˇa´stic
vedla k nizˇsˇ´ım anodicky´m potencia´l˚um. Obdobna´ za´vislost byla proka´za´na take´
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pro zlate´ nanocˇa´stice [90]. Oxidy zlata, jezˇ se vyskytuj´ı zejme´na ve formeˇ Au2O3
(oxidacˇn´ı stav AuIII), prˇ´ıpadneˇ jako AuO (AuII) cˇi Au2O (Au
I), jsou znacˇneˇ nesta-
biln´ı [91], prˇicˇemzˇ je mozˇne´ je rozliˇsit vyuzˇit´ım rentgenove´ fotoelektronove´ spek-
troskopie (XPS). Prˇi sta´ly´ch nebo cyklicky se meˇn´ıc´ıch potencia´lech pod u´rovn´ı
1,5 V se vyskytuje prˇeva´zˇneˇ AuO, vysˇsˇ´ı potencia´ly zp˚usob´ı nar˚ust pod´ılu Au2O3. Po-
tencia´ly vysˇsˇ´ı nezˇ 2 V znamenaj´ı vy´skyt hydratovany´ch oxid˚u zlata (Au2O3 · xH2O)
[92]. Oxidacˇn´ı stav zlata ma´ vliv na jeho reaktivitu, proto je velmi vy´hodne´ rˇ´ıdit
tvorbu takove´ho oxidu, jezˇ je pro danou aplikaci pozˇadova´n. Na zlaty´ch nanocˇa´stic´ıch
te´to rˇ´ızene´ synte´zy oxid˚u zlata dosa´hli Tchaplyguine et al. [93]. Zlato vyskytuj´ıc´ı
se v oxidacˇn´ım stavu AuII mu˚zˇe naprˇ´ıklad katalyzovat oxidaci jedovate´ho oxidu
uhelne´ho (CO) na me´neˇ nebezpecˇny´ oxid uhlicˇity´ (CO2) [94]. O oxidu zlata bude
da´le pojedna´no v ra´mci kap. 3.4.
Spektra´ln´ı odezvu na oxidaci zlaty´ch nanocˇa´stic adsorbovany´ch na ITO elek-
trodeˇ popsali Miyazaki et al. [95]. Zaznamenali spektra´ln´ı posuv rezonancˇn´ı vlnove´
de´lky o velikosti 68 nm k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m po aplikaci 5 V potencia´lu na
elektrodu, prˇicˇemzˇ po vynulova´n´ı potencia´lu se rezonance posouvala zpa´tky. Tyto
posuvy prˇisoudil na´r˚ustu indexu lomu v okol´ı nanocˇa´stic zp˚usobene´ vrstvou oxidu.
Obr. 1.7: Vlevo: voltametricka´ za´vislost, vpravo: posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
meˇrˇene´ pro zlate´ kulicˇky na ITO elektrodeˇ v ra´mci trˇ´ı voltametricky´ch cykl˚u v roz-
mez´ı potencia´l˚u od −200 mV do 800 mV v roztoku NaCl [96].
Sannomyia et al. [96] uka´zali prˇ´ıklad elektrochemicke´ chloridace zlaty´ch nanocˇa´s-
tic zachyceny´ch na ITO elektrodeˇ v roztoku NaCl se synchronizovanou spektroskopi´ı.
Na obr. 1.7 je vlevo zakreslena voltametricka´ za´vislost pro prvn´ı trˇi cykly, zat´ımco
obr. 1.7 vpravo ukazuje prˇ´ıslusˇnou spektra´ln´ı odezvu. Je patrna´ hysterezn´ı za´vislost
posuvu p´ıku na aplikovane´m potencia´lu. Posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky a soucˇasne´
rozsˇiˇrova´n´ı prˇ´ıslusˇny´ch p´ık˚u autorˇi prˇisoudili vzniku ztra´tove´ dvojvrstvy, jenzˇ je
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kombinac´ı tenke´ o elektrony ochuzene´ vrstvy zlaty´ch atomu˚ a vrstvy chloridovy´ch
iont˚u.
Velmi zaj´ımavou kombinac´ı LSP rezonanc´ı a cyklicke´ voltametrie pro detekci
polypeptidu melitin o koncentraci 10 ng/ml prˇedvedli Hiep et al. [97]. Melitin je
toxin vyskytuj´ıc´ı se v jedu vcˇely, ktery´ narusˇuje buneˇcˇne´ membra´ny. Krˇemenne´
nanocˇa´stice (pr˚umeˇr 50, 100, 150 nm) nava´za´ne´ na funkcionalizovanou vrstvu zlata
byly na´sledneˇ pokryty dalˇs´ı vrstvou zlata (30 nm), na n´ızˇ byla pote´ vytvorˇena li-
pidova´ dvojvrstva. V pr˚ubeˇhu tvorby lipidove´ dvojvrstvy docha´zelo k postupne´mu
na´r˚ustu extinkce a posuvu rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m. Vol-
tametricky´ signa´l byl tvorbou dvojvrstvy takrˇka utlumen. Aplikac´ı melitinu na
membra´ny docha´zelo k jej´ımu narusˇova´n´ı a k opeˇtovne´mu na´r˚ustu voltametricke´ho
signa´lu.
Kromeˇ sfe´ricky´ch nanocˇa´stic lze take´ naprˇ´ıklad vyuzˇ´ıvat zlate´ nanodra´ty, ktere´
umozˇnˇuj´ı sˇ´ıˇren´ı povrchovy´ch plazmon˚u po jeho de´lce a lokalizovane´ transverza´ln´ı
plazmony ve smeˇru kolme´m na osu nanodra´tu [98]. Nanodra´ty jsou vy´hodne´ pro
elektricka´ meˇrˇen´ı kv˚uli sve´ vodivosti v de´lce nanodra´tu, ktera´ je vsˇak nizˇsˇ´ı nezˇ
vodivost objemu zlata. Tato sn´ızˇena´ vodivost by´va´ spojova´na zejme´na s rozpty-
lem elektron˚u na povrchu nanodra´t˚u [99] a na hranic´ıch zrn [100]. MacKenzie et
al. [101] sledovali adsorpci iont˚u z roztoku NaCl prˇi aplikaci r˚uzny´ch potencia´l˚u
(± 500 mV) na zlate´ nanodra´ty za soucˇasne´ho meˇrˇen´ı extinkce. Pallarola et al. [102]
vyuzˇili vertika´lneˇ orientovany´ch zlaty´ch nanodra´t˚u syntetizovany´ch elektrochemicky.
Tento plazmonicky´ senzor reaguje posuvem rezonance na elektrochemicky rˇ´ızenou
adsorpci protein˚u. Princip byl oveˇrˇen pro kladneˇ nabity´ (hoveˇz´ı se´rovy´ albumin –
BSA) i za´porneˇ nabity´ (lysozym – LZM) protein.
Zhang et al. [103] vyuzˇili
”
nanopoha´rk˚u“ vytvorˇeny´ch ve zlate´ vrstveˇ, na je-
jichzˇ steˇny byly prˇichyceny zlate´ nanocˇa´stice. Nanopoha´rky slouzˇily jako pracovn´ı
elektroda pro cyklickou voltametrii (K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] jako redoxn´ı pa´r),
beˇhem n´ızˇ byla meˇrˇena transmisn´ı spektra. Toto usporˇa´da´n´ı bylo vyuzˇito pro detekci
r˚uzny´ch koncentrac´ı proteinu BSA. Synchronn´ı spektra´ln´ı meˇrˇen´ı spolu s cyklickou
voltametri´ı vykazovalo vy´razneˇjˇs´ı posuv, tedy veˇtsˇ´ı citlivost na vy´skyt BSA, nezˇ
samotne´ spektra´ln´ı meˇrˇen´ı. Selektivita takove´ho senzoru byla da´le zvy´sˇena uzˇit´ım
protila´tky anti-BSA.
Cˇla´nk˚u zaby´vaj´ıc´ıch se spojen´ım elektrochemie s plazmonovy´mi rezonancemi pro
biodetekci byl nalezen omezeny´ pocˇet, avsˇak vsˇechny ukazuj´ı, zˇe je kombinace LSP
s elektrochemicky´mi metodami prˇ´ınosna´ a umozˇnˇuje zisk veˇtsˇ´ıho mnozˇstv´ı informac´ı
o analyzovane´ la´tce nezˇ jednotlive´ metody samotne´.
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2 ZMEˇNA FA´ZE PLAZMONOVY´CH REZONANCI´
2.1 Koherenc´ı rˇ´ızeny´ holograficky´ mikroskop
Principem holografie, s n´ızˇ poprve´ prˇiˇsel Denis Gabor v roce 1948 [104], je in-
terference dvou sveˇtelny´ch svazk˚u – objektove´ho, ktery´ je ovlivneˇn rozptylem na
prˇedmeˇtu, a referencˇn´ıho. Mikroskop pouzˇity´ v ra´mci pra´ce je koherenc´ı rˇ´ızeny´m
holograficky´m mikroskopem (CCHM) druhe´ generace, a oproti sve´mu prˇedch˚udci
(viz [105]) umozˇnˇuje pozorova´n´ı nejen v prosˇle´m sveˇtle, ale po prˇipojen´ı potrˇebny´ch
modul˚u i v odrazˇene´m sveˇtle, prˇicˇemzˇ je mozˇna´ i kombinace s fluorescenc´ı [106].
Prˇi vyuzˇit´ı osveˇtlen´ı s n´ızkou koherenc´ı je zabra´neˇno vzniku koherencˇn´ıho sˇumu
a lze dosa´hnout velmi tenky´ch opticky´ch rˇez˚u vzorkem. Mikroskop je schematicky
zna´zorneˇn na obr. 2.1.
Obr. 2.1: Schematicke´ zna´zorneˇn´ı funkce koherenc´ı rˇ´ızene´ho holograficke´ho mikro-
skopu, kde Z znacˇ´ı zdroj sveˇtla (halogenova´ vy´bojka + interferecˇn´ı filtr nebo su-
perkontinua´ln´ı laser), R referenci, Vz vzorek a D detektor. Prˇevzato a upraveno
z [106].
Nekoherentn´ı sveˇtlo z halogenove´ vy´bojky procha´z´ı barevny´m filtrem a je deˇlicˇem
rozdeˇleno do dvou veˇtv´ı - objektove´, jezˇ procha´z´ı vzorkem, a referencˇn´ı, ktera´ procha´z´ı
vhodnou referenc´ı. Z objektove´ho svazku je difrakc´ı vybra´n jeden difrakcˇn´ı rˇa´d
(m = −1) a tento svazek pote´ pod u´hlem interferuje se svazkem referencˇn´ım. Vznikly´
interferencˇn´ı obrazec je zaznamena´n v detektoru, prˇicˇemzˇ je v neˇm obsazˇena kom-
pletn´ı informace o prˇedmeˇtu. Pomoc´ı pocˇ´ıtacˇovy´ch algoritmu˚ je mozˇne´ ze zazname-
nane´ho interferencˇn´ıho obrazce takrˇka ihned z´ıskat obraz prˇedmeˇtu jak amplitudovy´
(intenzitn´ı), tak fa´zovy´ [107]. Pra´veˇ kvantitativn´ı informace o fa´zi, ktera´ uda´va´ rozd´ıl
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v opticky´ch draha´ch svazk˚u, je steˇzˇejn´ı naprˇ´ıklad pro pozorova´n´ı buneˇcˇny´ch pro-
ces˚u [108], topologie vzorku [109] a umozˇnˇuje i pozorova´n´ı plazmonicky´ch efekt˚u [45],
cˇehozˇ bude vyuzˇito v na´sleduj´ıc´ı kapitole popisuj´ıc´ı experimenty ty´kaj´ıc´ı se meˇrˇen´ı
zmeˇny fa´ze plazmonovy´ch rezonanc´ı.
2.2 Provedene´ experimenty
K meˇrˇen´ım zmeˇny fa´ze byla pouzˇita pole zlaty´ch diskovy´ch ante´n vykazuj´ıc´ıch
plazmonove´ rezonance. Tato pole ante´n s pr˚umeˇry 30–150 nm umı´steˇny´ch na skle-
neˇne´m substra´tu byly vyrobeny Ing. Jiˇr´ım Babocky´m pomoc´ı elektronove´ litogra-
fie. Skleneˇny´ substra´t byl nejdrˇ´ıve zbaven necˇistot pomoc´ı acetonu a na´sledneˇ iso-
propyl alkoholu (IPA). Pomoc´ı rotacˇn´ıho lakova´n´ı (spin coating) byla da´le nane-
sena (100 nm) vrstva polymethylemtakryla´t (PMMA) rezistu. Strukturace probeˇhla
osvitem elektronovy´m svazkem, prˇicˇemzˇ oblasti vystavene´ elektronove´mu svazku
byly pote´ odstraneˇny ve vy´vojce. Na takto strukturovany´ vzorek byla napra´sˇena
3 nm tlusta´ vrstva titanu pro zlepsˇen´ı prˇilnavosti povrchu a na´sledneˇ na´sledneˇ sa-
motna´ vrstva zlata o tlousˇt’ce 40 nm. Na´sledny´ proces lift-off prob´ıhal v acetonu za
prˇispeˇn´ı ultrazvukovy´ch vln, nacˇezˇ byl vzorek opla´chnut v IPA, demineralizovane´
vodeˇ a ofouknut dus´ıkem.
h=40 nm
d
s=2d
C1 ref.
ref.
aktivn´ı oblast
(ante´ny)
20µm
Obr. 2.2: Zna´zorneˇn´ı geometrie vzorku s diskovy´mi ante´nami. Vlevo: geometrie
a rozlozˇen´ı ante´n, vpravo: struktura pozorovane´ho pole, kde C1 je oznacˇen´ı vzorku
a ref. znacˇ´ı oblast referencˇn´ıch struktur.
Obra´zek 2.2 ukazuje geometrii ante´n, jejich usporˇa´da´n´ı a umı´steˇn´ı v ra´mci po-
zorovane´ho pole o rozmeˇrech 50 x 50µm2. Aktivn´ı oblast je cela´ pokryta jednou
velikost´ı ante´n. Samotne´ ante´ny jsou od sebe vzda´leny dvojna´sobek jejich pr˚umeˇru,
cozˇ lze take´ vyja´drˇit pomoc´ı faktoru zaplneˇn´ı (plocha pokryta´ ante´nami/celkova´
plocha pole), ktery´ ma´ hodnotu asi 8 %, prˇicˇemzˇ byla vytvorˇena pole i se zaplneˇn´ım
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dvojna´sobny´m (16 %). Znacˇen´ı vzorku (vlevo nahorˇe) charakterizuje faktor zaplneˇn´ı
povrchu ante´nami (C – 8 %, B – 16 %) a velikost ante´n v aktivn´ı oblasti (1 – 30 nm,
... 9, a, ... d – 150 nm). V roz´ıch kazˇde´ho pole byly vytvorˇeny dveˇ oblasti s vy´razneˇ
veˇtsˇ´ımi cˇtvercovy´mi strukturami o faktoru zaplneˇn´ı shodne´m s aktivn´ı oblast´ı, ktere´
poslouzˇily jako reference. Rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka teˇchto struktur spada´ do bl´ızke´
infracˇervene´ oblasti spektra a nezasahuje tak do oblasti viditelne´ho sveˇtla, v n´ızˇ
samotna´ meˇrˇen´ı fa´ze prob´ıhala. Tato reference umozˇnila mezi sebou porovna´vat fa´zi
v ra´mci pol´ı s r˚uzny´mi velikostmi ante´n a za´rovenˇ by meˇla eliminovat prˇ´ıpadne´
fa´zove´ zmeˇny vlivem topografie vzorku.
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Obr. 2.3: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro pole s r˚uzny´mi pr˚umeˇry ante´n prˇi 8 % za-
plneˇn´ı z´ıskana´ meˇrˇen´ım spektra´ln´ı za´vislosti propustnosti pro vzorek cˇ. 1. Nameˇrˇene´
hodnoty (cˇerna´) jsou porovna´ny se simulacemi: s vyuzˇit´ım periodicky´ch okrajovy´ch
podmı´nek PCB (cˇervena´), s vyuzˇit´ım absorbuj´ıc´ıch PML okrajovy´ch podmı´nek pro
jednu ante´nu (zelena´) a pro pole ante´n 3 x 3 (modra´).
Pro z´ıska´n´ı prˇedstavy o rezonancˇn´ı vlnove´ de´lce ante´n v jednotlivy´ch pol´ıch
bylo provedeno meˇrˇen´ı spektra´ln´ı propustnosti na zarˇ´ızen´ı Nanonics (obr. 3.1). Po-
lohu rezonance je vhodne´ zna´t, protozˇe urcˇuje oblast strme´ho fa´zove´ho prˇechodu,
jak bylo popsa´no v [48]. Hodnoty rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek zna´zorneˇny´ch na
obr. 2.3 byly z´ıska´ny postupem popsany´m v kapitole 3.2. Tyto experimenta´lneˇ
z´ıskane´ hodnoty jsou zde za´rovenˇ porovna´ny s vy´sledky simulac´ı provedeny´ch v pro-
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gramu Lumerical. Prˇi prvn´ı simulaci byly na pouzˇitou geometrii ante´n v rovineˇ
povrchu aplikova´ny periodicke´ okrajove´ podmı´nky PBC (periodic boundary condi-
tion). Ty obecneˇ umozˇnˇuj´ı vypocˇ´ıtat odezvu cele´ho periodicke´ho syste´mu simulac´ı
jedine´ bunˇky, prˇicˇemzˇ pote´ pouze zkop´ıruje elektromagneticke´ pole z vnitrˇn´ı hranice
bunˇky na vneˇjˇs´ı hranici. Da´le byla provedena simulace s vyuzˇit´ım PML (perfectly
matched layer) okrajovy´ch podmı´nek. Uzˇit´ı teˇchto okrajovy´ch podmı´nek, kdy jsou
pohlceny vesˇkere´ elektromagneticke´ vlny, ktere´ na hranice bunˇky dopadaj´ı, a za-
branˇuj´ı tak ovlivneˇn´ı vy´sledku simulace odrazˇeny´mi vlnami. Pote´ byly pro srovna´n´ı
simulova´ny pole ante´n 3 x 3 s uzˇit´ım PML podmı´nek, avsˇak pouze pro rozmeˇry 30, 40
a 50 nm. Vy´sledky simulac´ı jsou na obr. 2.3 zna´zorneˇny jako cˇa´ry vznikle´ spojen´ım
bod˚u (velikost´ı), pro neˇzˇ byly simulace provedeny.
Stejneˇ byla provedena spektroskopicka´ transmisn´ı meˇrˇen´ı i pro pole ante´n na
vzorku cˇ. 3, jehozˇ geometrie je uvedena na obr. 2.9), ktery´ obsahoval jak struktury
B (16 %) tak i C (8 %) viz tab. 2.1. Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro obeˇ zaplneˇn´ı jsou
zna´zorneˇny na obr. 2.4.
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Obr. 2.4: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro pole s r˚uzny´mi pr˚umeˇry ante´n prˇi zaplneˇn´ı
8 a 16 % z´ıskana´ meˇrˇen´ım spektra´ln´ı za´vislosti propustnosti pro vzorek cˇ. 3.
Urcˇen´ı polohy rezonanc´ı mensˇ´ıch nanodisk˚u obsahuje veˇtsˇ´ı nejistotu, protozˇe
pokles v propustnosti vlivem rezonanc´ı je pro neˇ pomeˇrneˇ maly´. S velikost´ı disk˚u
vsˇak pokles nar˚usta´ a umozˇnˇuje odecˇet polohy rezonance prˇesneˇji. Geometrie vzorku
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cˇ. 3 cˇin´ı tento rozd´ıl v nejistota´ch jesˇteˇ vy´razneˇjˇs´ım. Kromeˇ pol´ıcˇka s ante´nami je
totizˇ sveˇtlo sb´ıra´no i z bl´ızke´ho okol´ı, ktere´ je u´plneˇ propustne´, a pokles propustnosti
vlivem rezonanc´ı je tak poneˇkud
”
utopen“ ve sveˇtle, ktere´ prosˇlo mimo struktury.
Pro experimenty s meˇrˇen´ım fa´zove´ odezvy ante´n byly vyrobeny celkem cˇtyrˇi
vzorky, jejichzˇ parametry jsou shrnuty v tab. 2.1
Tab. 2.1: Porovna´n´ı vzork˚u, jezˇ byly vyuzˇity v experimentech ty´kaj´ıc´ıch se meˇrˇen´ı
fa´zove´ odezvy ante´n. C znacˇ´ı vy´skyt pol´ı s 8 % zaplneˇn´ım, B pole s 16 % zaplneˇn´ım a
Cr / Br oznacˇuje, zda se na vzorku nacha´z´ı pole obsahuj´ıc´ı vsˇechny pr˚umeˇry ante´n.
Vzorek Pr˚umeˇr ante´n (nm) Geometrie C (8 %) B (16 %) Cr/Br (obr. 2.11)
1 30 – 150 obr. 2.2 X – –
2 30 – 150 obr. 2.2 X X X
3 30 – 150 obr. 2.9 X X –
4 30 – 200 obr. 2.9 X X X
Meˇrˇen´ı fa´ze s interferencˇn´ımi filtry
Samotna´ meˇrˇen´ı s CCHM prova´deˇla zpravidla Ing. Aneta Krˇ´ızˇova´, prˇ´ıpadneˇ Ing.
Jana Cˇolla´kova´. Prˇi prvn´ım meˇrˇen´ı koherenc´ı rˇ´ızeny´m holograficky´m mikroskopem
byl v ra´mci transmisn´ıho mo´du pouze kvalitativneˇ zjiˇsteˇn fa´zovy´ kontrast mezi
dveˇma poli s r˚uzny´mi velikostmi ante´n (30 nm a 130 nm). Interferencˇn´ı filtr za-
jistil osvit nekoherentn´ım sveˇtlem o vlnove´ de´lce λ = 650 nm, jehozˇ polosˇ´ıˇrka byla
10 nm. Prˇi zkousˇce reflexn´ı konfigurace vsˇak nebyl osvit dostatecˇneˇ intenzivn´ı na to,
aby mohla by´t fa´ze zobrazena a to ani prˇi pouzˇit´ı filtru s polosˇ´ıˇrkou 80 nm, posky-
tuj´ıc´ım intenzivneˇjˇs´ı svazek. Abychom zvy´sˇili odrazivost pole ante´n, byl vzorek cˇ. 2
(viz tab. 2.1) navrzˇen tak, zˇe kromeˇ pol´ı se zaplneˇn´ım 8 % obsahoval i dvojna´sobne´
zaplneˇn´ı 16 %.
Jak se vsˇak prˇi dalˇs´ım meˇrˇen´ı se vzorkem cˇ. 2 uka´zalo, zˇe ani zvy´sˇene´ zaplneˇn´ı
plochy pole ante´nami nebylo dostatecˇne´ na zisk signa´lu v reflexn´ı konfiguraci mik-
roskopu. Dalˇs´ı zvy´sˇen´ı zaplneˇn´ı uzˇ je pomeˇrneˇ problematicke´ z hlediska technologie
vy´roby. Mozˇnost´ı, jak dosa´hnout dostatecˇne´ho signa´lu k reflexn´ımu meˇrˇen´ı, by mohlo
by´t zvy´sˇen´ı intenzity osveˇtlen´ı, cozˇ je na´pln´ı na´sleduj´ıc´ı podkapitoly na str. 29.
Meˇrˇen´ı v transmisn´ım usporˇa´da´n´ı CCHM umozˇnilo bezproble´move´ zobrazen´ı
fa´ze, jak ukazuje obr. 2.5. Je patrny´ opacˇny´ kontrast aktivn´ıch oblast´ı pole C7
(90 nm) a Cd (150 nm). C7 se v˚ucˇi referenci jev´ı jako sveˇtlejˇs´ı, kdezˇto Cd je naopak
tmavsˇ´ı. Tato meˇrˇen´ı probeˇhla s interferencˇn´ım filtrem o vlnove´ de´lce 650 nm (10 nm).
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Obr. 2.5: Kvalitativn´ı porovna´n´ı fa´ze v˚ucˇi referenci pro pole ante´n s pr˚umeˇrem:
90 nm (vlevo) a 150 nm (vpravo) prˇi 8 % zaplneˇn´ı.
Pole s dvojna´sobny´m zaplneˇn´ım vykazuj´ı podobny´ kontrast, viz obr. 2.6. Data
z´ıskana´ z CCHM poskytuj´ı hodnotu fa´ze pro kazˇdy´ pixel bitmapy, proto je mozˇne´
dodatecˇnou analy´zou z´ıskat take´ cˇ´ıselnou fa´zovou informaci.
Obr. 2.6: Kvalitativn´ı porovna´n´ı fa´ze v˚ucˇi pozad´ı pro pole ante´n s pr˚umeˇrem: 90 nm
(vlevo), 150 nm (vpravo) prˇi 16 % zaplneˇn´ı.
Kvantitativn´ı analy´za dat prob´ıhala v prostrˇed´ı programu Gwyddion, ktery´ byl
vytvorˇen zejme´na pro potrˇeby sondove´ mikroskopie. Umozˇnˇuje mimo jine´ odstranˇovat
defekty v obra´zc´ıch zp˚usobeny´ch necˇistotami, vyrovna´vat pozad´ı, tvorˇit pr˚urˇezy, ex-
trahovat cˇ´ıselne´ hodnoty a statisticky je zpracova´vat.
Na obr. 2.7 jsou vyznacˇene´ oblasti potrˇebne´ pro analy´zu dat z´ıskany´ch z CCHM.
Z vyznacˇeny´ch oblast´ı, prˇ´ıpadneˇ z jejich okol´ı lze z´ıskat jak pr˚umeˇrnou hodnotu
fa´ze, tak i odpov´ıdaj´ıc´ı smeˇrodatnou odchylku. Celkem byly pro kazˇde´ pole z´ıska´ny
trˇi hodnoty fa´ze – charakterizuj´ıc´ı pozad´ı (φpoz), referenci (φref) a samotnou aktivn´ı
oblast ante´n (φant).
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Obr. 2.7: Definice oblast´ı sbeˇru dat (vyznacˇeno cˇerveneˇ) pro analy´zu fa´zove´ho obrazu
z CCHM: a) pozad´ı, b) reference, c) aktivn´ı oblast s ante´nami.
Hodnota fa´ze reference v˚ucˇi pozad´ı byla urcˇena jejich rozd´ılem (φref−φpoz), stejneˇ
tak signa´l odpov´ıdaj´ıc´ı aktivn´ı oblasti v˚ucˇi pozad´ı (φant − φpoz). Porovna´n´ı teˇchto
hodnot mezi poli s r˚uzny´mi velikostmi disk˚u uka´zalo, zˇe signa´l z oblasti ante´n vyka-
zuje vy´raznou za´vislost na velikosti ante´n, kdezˇto fa´ze reference se meˇn´ı pouze mı´rneˇ.
Vliv fa´ze prˇipadaj´ıc´ı na topografii vzorku je odstraneˇn z p˚uvodn´ı fa´ze odecˇten´ım re-
ference, kterou povazˇujeme za sta´lou naprˇ´ıcˇ vsˇemi poli. Hodnoty fa´zove´ho rozd´ılu
mezi oblast´ı ante´n a referenc´ı (φ = φant − φref) v za´vislosti na pr˚umeˇru ante´n jsou
vyneseny na obr. 2.8 a to pro obeˇ zaplneˇn´ı. Vy´sledna´ fa´ze odpov´ıda´ φ ± σ, kde
σ =
√
σ2ant + σ
2
ref je kombinace smeˇrodatny´ch odchylek fa´ze ante´n, resp. reference.
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Obr. 2.8: Hodnoty fa´zove´ho rozd´ılu mezi ante´nami a referenc´ı v za´vislosti na velikosti
ante´n pro dveˇ r˚uzna´ zaplneˇn´ı – 8 a 16 % na vzorku cˇ. 2.
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Obeˇ za´vislosti (obr. 2.8) jsou tvaroveˇ podobne´ a je na nich videˇt oblast (90 –
130 nm), kde fa´ze rovnomeˇrneˇ klesa´ o 3 mrad/nm s rostouc´ım pr˚umeˇrem nanodisk˚u.
Oblast nejveˇtsˇ´ı zmeˇny fa´ze by meˇla korespondovat s rezonancˇn´ı vlnovou de´lkou, cozˇ
pro 8 % zaplneˇn´ı nejsp´ıˇse odpov´ıda´ velikosti ante´n 110 nm, ktere´ vykazuj´ı rezonanci
pro (652± 3 )nm (obr. 3.6), cozˇ je ve shodeˇ s osvitem 650 nm prˇi meˇrˇen´ı na CCHM.
Pro struktury se zaplneˇn´ım 16 % se zda´, zˇe se fa´zova´ za´vislost jesˇteˇ nedostala
v ra´mci zobrazeny´ch dat do nejnizˇsˇ´ı polohy. I prˇesto je zmeˇna fa´ze mnohem vy´razneˇjˇs´ı
nezˇ u struktur s 8 % zaplneˇn´ım. Pokles (90 – 150 nm) se zda´ by´t pro veˇtsˇ´ı zaplneˇn´ı
strmeˇjˇs´ı (4 mrad/nm). Cela´ za´vislost se nav´ıc jev´ı posunuta´ k veˇtsˇ´ım rozmeˇr˚um
ante´n. To by naznacˇovalo, zˇe je u vysˇsˇ´ıho zaplneˇn´ı posunuta´ rezonance smeˇrem
k mensˇ´ım vlnovy´m de´lka´m, tedy zˇe prˇi osvitu 650 nm bude rezonovat struktura
s rozmeˇry veˇtsˇ´ımi nezˇ 110 nm. Tento jev, alesponˇ pro veˇtsˇ´ı struktury, podporuj´ı ex-
perimenta´lneˇ zjiˇsteˇne´ polohy rezonanc´ı uvedene´ na obr. 2.4, cozˇ je take´ v souhlasu
s [110], kde tuto za´vislost pro prˇiblizˇuj´ıc´ı se 200 nm zlate´ disky potvrzuj´ı.
Meˇrˇen´ı na obr. 2.8 vykazuje velkou nejistotu, ktera´ charakterizuje rozd´ıly fa´ze
v ra´mci cele´ho pole. Z d˚uvodu lepsˇ´ı definice oblasti sbeˇru dat a kv˚uli mozˇnosti
odecˇtu okoln´ıho pozad´ı byl vytvorˇen vzorek (cˇ. 3 – viz tab. 2.1) s novou geometri´ı,
jezˇ je zna´zorneˇna na obra´zku 2.9. Kazˇde´ pole je rozlozˇeno do mensˇ´ıch pol´ıcˇek ante´n
oddeˇleny´ch od sebe oblastmi cˇiste´ho skla, prˇicˇemzˇ v pravo nahorˇe a vlevo dole jsou
vzˇdy pol´ıcˇka odpov´ıdaj´ıc´ı referenci. Vzorek opeˇt obsahoval struktury jak struktury
B (16 %), tak i C (8 %).
Obr. 2.9: Nova´ geometrie pol´ı na vzorku cˇ. 3 umozˇnˇuj´ıc´ı prˇesneˇjˇs´ı odecˇet pozad´ı
s vyznacˇeny´mi oblastmi (cˇerveneˇ) sbeˇru dat. Vlevo: vyznacˇena oblast sbeˇru fa´ze
odpov´ıdaj´ıc´ı pozad´ı jednoho pol´ıcˇka, vpravo: vyznacˇena sbeˇru fa´ze z jednoho pol´ıcˇka
s ante´nami. Obdobneˇ pro referencˇn´ı struktury (pravy´ horn´ı a levy´ doln´ı roh).
Od pr˚umeˇrne´ hodnoty fa´ze z jednoho pol´ıcˇka s ante´nami bylo odecˇteno pozad´ı
definovane´ ra´mecˇkem teˇsneˇ okolo hranice aktivn´ı plochy, prˇicˇemzˇ t´ımto zp˚usobem
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byla z i-te´ho pol´ıcˇka z´ıska´na fa´ze φant, i. Stejny´ postup byl aplikova´n na referencˇn´ı
struktury za dosazˇen´ı referencˇn´ı fa´ze φref, i. T´ımto zp˚usobem byla z´ıska´na fa´ze z peˇti
pol´ıcˇek ante´n a take´ ze cˇtyrˇ referencˇn´ıch. Z nich byly vypocˇteny strˇedn´ı hodnoty
fa´ze pro ante´ny (φant) a pro referenci (φant). Vy´sledna´ strˇedn´ı hodnota rozd´ılu fa´ze
je urcˇena odecˇten´ım reference: φ = φant−φref. Konecˇna´ podoba fa´ze pro pole s urcˇitou
velikost´ı ante´n odpov´ıda´ φ = φ±σ, kde σ = √σ2ant + σ2ref je kombinace vypocˇteny´ch
smeˇrodatny´ch odchylek fa´ze ante´n, resp. reference.
Pro zjiˇsteˇn´ı chova´n´ı fa´zove´ odezvy v za´vislosti na vlnove´ de´lce osvitu bylo pro
osvit tentokra´t vyuzˇito neˇkolika r˚uzny´ch filtr˚u (515, 580, 620, 650 a 676 nm) vsˇechny
o polosˇ´ıˇrce 10 nm. Vy´sledky teˇchto meˇrˇen´ı pro 8 % zaplneˇn´ı jsou uvedeny na obr. 2.10.
Je trˇeba poznamenat, zˇe data z pole s ante´nami o pr˚umeˇru 140 nm (Cc) byla znacˇneˇ
zasˇumeˇna´, nejsp´ıˇse kv˚uli chvilkove´mu rozladeˇn´ı mikroskopu.
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Obr. 2.10: Hodnoty fa´ze z´ıskane´ analy´zou dat zmeˇrˇeny´ch vyuzˇit´ım peˇti r˚uzny´ch in-
terferencˇn´ıch filtr˚u (515, 580, 620, 650, 676 nm).
V grafu na obr. 2.10 lze videˇt odliˇsne´ pr˚ubeˇhy za´vislosti fa´ze na velikosti ante´n.
Fa´zova´ za´vislost pro filtr 515 nm nevykazuje takrˇka zˇa´dne´ vy´razne´ fa´zove´ zmeˇny
s velikost´ı ante´n. Je patrny´ vy´razneˇjˇs´ı pokles pouze pro velikost 140 nm (Cc), kde
byl vsˇak obraz zasˇumeˇny´. Zisk dat z meˇrˇen´ı s filtrem 515 nm byl znacˇneˇ proble-
maticky´ kv˚uli male´ rozliˇsitelnosti polohy jednotlivy´ch pol´ıcˇek. Ta byla totizˇ takrˇka
nerozeznatelna´ od pozad´ı.
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Data z´ıskana´ s dalˇs´ımi filtry vykazovala jizˇ veˇtsˇ´ı fa´zovy´ kontrast, ktery´ roste
s vlnovou de´lkou osvitu. Je nav´ıc sta´le v´ıce patrny´ klesaj´ıc´ı trend fa´ze s rostouc´ım
pr˚umeˇrem nanoante´n a posun te´to nejstrmeˇjˇs´ı oblasti se zvysˇova´n´ım vlnove´ de´lky
osvitu (tedy buzen´ı rezonance ante´n o veˇtsˇ´ıch rozmeˇrech). Pokles fa´ze se jev´ı nejvy´-
razneˇjˇs´ı pro filtr 650 a 676 nm. Pod´ıva´me-li se na rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky ante´n
na vzorku cˇ. 3 (obr. 2.4), mu˚zˇeme prˇiblizˇneˇ urcˇit velikost disk˚u, ktere´ byly prˇi
osvitu uzˇit´ım dane´ho filtru vybuzeny k rezonanci. Absence strme´ho poklesu fa´ze pro
filtry 515 a 580 nm je pochopitelna´, nebot’ tyto oblasti jsou mimo rezonancˇn´ı vlnove´
de´lky prˇipraveny´ch struktur (viz. obr. 2.4). Pro ostatn´ı filtry nasta´va´ strmeˇjˇs´ı fa´zovy´
prˇechod, prˇicˇemzˇ poloha jeho nejstrmeˇjˇs´ı cˇa´sti se vsˇak prˇ´ıliˇs neshoduje se zmeˇrˇeny´mi
rezonancˇn´ımi vlnovy´mi de´lkami, vyjma filtru 676 nm.
Uka´zalo se tedy, zˇe pr˚ubeˇh fa´ze pro nanoante´ny r˚uzny´ch velikost´ı je velmi citlivy´
na vlnovou de´lku osvitu. Veˇtsˇ´ı vlnova´ de´lka osvitu bud´ıc´ı rezonance veˇtsˇ´ıch struk-
tur ma´ za na´sledek strmeˇjˇs´ı fa´zovou zmeˇnu. Pro zisk dalˇs´ıch informac´ı o pr˚ubeˇhu
fa´ze v za´vislosti na vlnove´ de´lce osvitu bylo vyuzˇito laditelne´ho superkontinua´ln´ıho
laseru. Ten umozˇnˇuje variaci vlnovy´ch de´lek osvitu s intenzitou na´sobneˇ vysˇsˇ´ı, nezˇ
ktera´ je dosazˇena prˇi vyuzˇit´ı halogenove´ vy´bojky a interferencˇn´ıho filtru.
Meˇrˇen´ı fa´ze s laditelny´m laserem
Superkontinua´ln´ı (SC) laser WhiteLase SC480 od spolecˇnosti Fianium spolu s akus-
toopticky´m laditelny´m filtrem nahradil klasicke´ osveˇtlen´ı halogenovou vy´bojkou
s interferencˇn´ım filtrem (obr. 2.1). Superkontinuum lze vytvorˇit pr˚uchodem lase-
rove´ho svazku (zdroje) fotonicky´m krystalovy´m vla´knem, kde dojde k vy´razne´mu
spektra´ln´ımu rozsˇ´ıˇren´ı svazku nelinea´rn´ımi opticky´mi procesy. Z takto vznikle´ho
spektra jsou pote´ akustoopticky vyb´ıra´ny vlnove´ de´lky. Kombinace SC laseru a akus-
toopticke´ho filtru doka´zˇe pokry´t spektra´ln´ı oblast jdouc´ı od 480 nm azˇ do 2000 nm.
Pro pocˇa´tecˇn´ı meˇrˇen´ı se jevilo vhodny´m mı´t v ra´mci jednoho pozorovane´ho pole
struktur zastoupeny vesˇkere´ velikosti nanodisk˚u (30 – 150 nm). Tak bylo mozˇne´
prˇ´ımo porovna´vat vliv osveˇtlen´ı na fa´zi pro r˚uzne´ velikosti nanodisk˚u v ra´mci jed-
noho pole. Takove´ pole (oznacˇene´ Cr – obr. 2.11 vlevo) bylo vytvorˇeno v ra´mci
vzorku cˇ. 2.
Obra´zky z´ıskane´ prˇi prvn´ım meˇrˇen´ı (obr. 2.12a)) s SC laserem byly vy´razneˇ po-
znamena´ny interferenc´ı na necˇistota´ch v opticke´m syste´mu a koherencˇn´ı zrnitost´ı.
Hlavn´ım vin´ıkem je
”
prˇ´ıliˇsna´“ koherence sveˇtla z SC laseru, ktera´ znemozˇnˇuje mik-
roskopu tvorbu tenky´ch opticky´ch rˇez˚u a do signa´lu se promı´ta´ i rozpty´lene´ sveˇtlo
z nezaostrˇeny´ch oblast´ı vzorku. Bylo by tedy vhodne´ sn´ızˇit koherenci osvitu a mi-
nimalizovat tak vy´sˇe uvedene´ negativn´ı projevy.
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Obr. 2.11: Geometrie pole obsahuj´ıc´ıho pol´ıcˇka s pr˚umeˇry ante´n (zna´zorneˇno cˇ´ısly)
od 30 do 150 nm na vzorku cˇ. 2 (vlevo), od 30 do 200 nm na vzorku cˇ. 4 (vpravo),
prˇi zaplneˇn´ı 8 %, prˇicˇemzˇ ref. znacˇ´ı oblast referencˇn´ıch struktur.
Nejjednodusˇsˇ´ı mozˇnost´ı, jak sn´ızˇit koherenci, je vyuzˇit´ı rozptyluj´ıc´ıho prostrˇed´ı
(difuzoru), ktere´ narusˇ´ı prostorovou koherenci svazku. Prˇi meˇrˇen´ı byly testova´ny trˇi
diskove´ difuzory o r˚uzne´ matnosti, ktery´mi bylo rotova´no v cesteˇ svazku. Nejv´ıce
rozptyluj´ıc´ı matnice, ktera´ by meˇla dosa´hnout nejvy´razneˇjˇs´ıho narusˇen´ı koherence,
propousˇteˇla pouze velmi malou cˇa´st p˚uvodn´ı intenzity svazku. Tato intenzita nebyla
dostatecˇna´ na z´ıska´n´ı fa´zove´ho obrazu na CCHM. Prˇi meˇrˇen´ıch byl proto take´ pouzˇit
SC laser s vysˇsˇ´ım vy´konem (obr.2.12b) a c)), ktery´ vsˇak vyuzˇit´ı nejv´ıce rozptyluj´ıc´ı
matnice take´ neumozˇnil. Porovna´n´ım kvality obrazu dvou SC laser˚u (obr. 2.12a)
a b)) ukazuje, zˇe vy´konneˇjˇs´ı SC laser zvy´sˇil ostrost obrazu, ale lze videˇt veˇtsˇ´ı vliv
koherencˇn´ı zrnitosti.
Obr. 2.12: Porovna´n´ı kvality obrazu prˇi uzˇit´ı: a) p˚uvodn´ıho modelu SC laseru,
b) vy´konneˇjˇs´ıho bez difuzoru, c) vy´konneˇjˇs´ıho s difuzorem, d) interferencˇn´ıho fil-
tru, vsˇe prˇi osvitu sveˇtlem o vlnove´ de´lce 650 nm.
Nejme´neˇ rozptyluj´ıc´ı matnice propustila dostatek intenzity, ale jej´ı vliv na zlepsˇen´ı
kvality obrazu byl neznatelny´. Nejvhodneˇjˇs´ı matnic´ı se uka´zala by´t strˇedneˇ rozpty-
luj´ıc´ı matnice, jej´ımzˇ pouzˇit´ım bylo prˇi osvitu vy´konneˇjˇs´ım SC laserem dosazˇeno
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nejlepsˇ´ı kvality obrazu (obr. 2.12c)). Porovna´me-li nejlepsˇ´ı obraz z´ıskany´ osvitem
SC laserem s obrazem porˇ´ızeny´m osvitem interferencˇn´ım filtrem (obr.2.12d)) je pa-
trny´ markantn´ı rozd´ıl. Bylo by tedy vhodne´ nale´zt zp˚usob, jak svazek ucˇinit jesˇteˇ
me´neˇ koherentn´ım.
Vliv vlnove´ de´lky osvitu na zmeˇnu fa´ze je patrny´ prˇi pohledu na obr. 2.13.
Ukazuje se, zˇe kladna´ hodnota fa´ze (sveˇtle´ pol´ıcˇko) se posunuje s rostouc´ı vlnovou
de´lkou osvitu smeˇrem k veˇtsˇ´ım rozmeˇr˚um ante´n.
Obr. 2.13: Porovna´n´ı fa´ze na pol´ıch s r˚uzny´mi pr˚umeˇry disk˚u pro trˇi r˚uzne´ vlnove´
de´lky: a) 590 nm, b) 670 nm, c) 750 nm prˇi osvitu vy´konneˇjˇs´ım SC laserem s rotuj´ıc´ı
matnic´ı.
Cˇ´ıselna´ informace o fa´zi jednotlivy´ch pol´ıcˇek s r˚uzny´mi velikostmi byla z´ıska´na
jako pr˚umeˇrna´ hodnota fa´ze v oblasti ante´n jedne´ velikosti (φant i). Tyto hodnoty byly
vztazˇeny k referenci, ktera´ prˇedstavovala nulovou hodnotu fa´ze, zp˚usobem popsany´m
na str. 27. Stejny´ postup analy´zy byl aplikova´n na data z´ıskana´ prˇi dalˇs´ıch vlnovy´ch
de´lka´ch.
Meˇrˇen´ı prob´ıhalo v rozmez´ı od 550 nm do 770 nm s krokem 10 nm, polosˇ´ıˇrka
svazku byla 10 nm. Vlnove´ de´lky mensˇ´ı nezˇ 550 nm poskytovaly velmi ma´lo fa´zove´ho
kontrastu, podobneˇ jako u meˇrˇen´ı s filtry (2.10). Pro vlnove´ de´lky veˇtsˇ´ı nezˇ 770 nm
byla data silneˇ ovlivneˇna absorpc´ı sveˇtla opticky´m syste´mem a nebudou zde uvedena.
Vy´sledky meˇrˇen´ı za osvitu SC laserem jsou shrnuty v grafu na obr. 2.14 je na
ose x vynesena vlnova´ de´lka osvitu, na ose y pr˚umeˇr disk˚u a fa´ze jakozˇto trˇet´ı
rozmeˇr je da´na barevnou sˇka´lou. Jedna´ se o strˇedn´ı hodnotu fa´ze pro kazˇdy´ bod
s´ıteˇ vlnove´ de´lky a rozmeˇru. Pro zisk prˇedstavy o velikosti chybovy´ch u´secˇek jsou
zde take´ vyvedeny dva rˇezy t´ımto konturovy´m grafem. Jeden pro 110 nm ante´ny
a druhy´ pro 700 nm osvit. Data potvrzuj´ı drˇ´ıveˇjˇs´ı za´veˇry vyvozene´ z obr. 2.10,
kdy je patrne´, zˇe zmeˇna fa´ze nar˚usta´ s velikost´ı nanodisk˚u, resp. vlnovou de´lkou
osvitu, ktera´ rezonance teˇchto veˇtsˇ´ıch nanodisk˚u bud´ı. Tato za´vislost na pr˚umeˇru
nanodisk˚u mu˚zˇe souviset s nar˚ustaj´ıc´ım vlivem rozptylu sveˇtla na ante´na´ch a tedy
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i cele´ extinkce [111]. S rostouc´ı extinkc´ı klesa´ propustnost a sta´le veˇtsˇ´ı cˇa´st dete-
kovane´ho sveˇtla je rozpty´lena ante´nami, prˇicˇemzˇ v limitn´ım prˇ´ıpadeˇ je to jediny´
prˇ´ıspeˇvek k signa´lu. V takove´m prˇ´ıpadeˇ bychom z´ıskali nejvy´razneˇjˇs´ı signa´l od-
pov´ıdaj´ıc´ı plazmonovy´m rezonanc´ım, prˇicˇemzˇ zmeˇna fa´zove´ho signa´lu by meˇla by´t
nejvy´razneˇjˇs´ı.
Obr. 2.14: Zna´zorneˇn´ı za´vislosti a) fa´ze na vlnove´ de´lce osvitu a na pr˚umeˇru nano-
disk˚u s vyznacˇeny´mi rˇezy: b) pro vlnovou de´lku 700 nm, c) pro pr˚umeˇr 110 nm.
Graf na obr.2.14 opravdu vykazuje znaky takove´ho chova´n´ı. S r˚ustem rozmeˇr˚u
disk˚u nar˚usta´ i strmost fa´zove´ zmeˇny. Vhodne´ by bylo pouzˇ´ıt osvit delˇs´ımi vlnovy´mi
de´lkami, cozˇ je vsˇak kv˚uli absorpci v opticke´ soustaveˇ v soucˇasnosti nemozˇne´.
Prˇida´n´ım nanodisk˚u s jesˇteˇ veˇtsˇ´ımi rozmeˇry by take´ bylo mozˇne´ z´ıskat informaci
o tom, zda se strmost fa´zove´ zmeˇny jesˇteˇ zvy´sˇ´ı. Nicme´neˇ kv˚uli proble´mu˚m s elek-
tronovy´m litografem nebyl novy´ vzorek pro d˚ukladnou analy´zu vcˇas vyroben.
Porovna´n´ı hodnot fa´ze z´ıskany´ch uzˇit´ım filtr˚u na vzorku cˇ.3 a hodnot prˇ´ıslusˇny´ch
vlnovy´ch de´lek prˇi uzˇit´ı b´ıle´ho laseru na vzorku cˇ.2 je zna´zorneˇno na obra´zku 2.15.
Ukazuje se, zˇe polohy nejstrmeˇjˇs´ıch fa´zovy´ch zmeˇn z´ıskany´ch osvitem s filtry a b´ıly´m
laserem se poneˇkud liˇs´ı. Data z SC laseru jsou v˚ucˇi teˇm z filtr˚u horizonta´lneˇ posunuta
smeˇrem k nizˇsˇ´ım rozmeˇr˚um disk˚u. To je mozˇne´ vysveˇtlit prˇ´ıpadny´m rozd´ılem ve
velikostech struktur na vzorku cˇ. 2 a 3. Na prvn´ı pohled je take´ zrˇejme´, zˇe prˇi uzˇit´ı
b´ıle´ho laseru je fa´zova´ zmeˇna veˇtsˇ´ı a strmeˇjˇs´ı. Tyto za´vislosti jsou ale oproti filtru
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mnohem me´neˇ hladke´, cozˇ lze prˇicˇ´ıst horsˇ´ı kvaliteˇ obrazu. Velikost nejistoty meˇrˇen´ı
nen´ı u teˇchto za´vislost´ı mozˇne´ prˇ´ımo porovna´vat, protozˇe se k nim dospeˇlo jiny´m
zp˚usobem analy´zy. Pro z´ıska´n´ı alesponˇ prˇiblizˇne´ prˇedstavy lze porovnat nejistoty
meˇrˇen´ı prˇi 650 nm osvitu SC laserem a 650 nm filtrem (zaplneˇn´ı C na obr. 2.8).
Smeˇrodatna´ odchylka fa´ze prˇi vyuzˇit´ı laseru prˇes vsˇechny velikosti poskytuje hodnoty
σlas = (97± 6) mrad a pro filtr σfil = (68± 2) mrad.
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Obr. 2.15: Porovna´n´ı hodnot fa´ze z´ıskany´ch uzˇit´ım filtr˚u na vzorku cˇ.3 a hodnot
prˇ´ıslusˇny´ch vlnovy´ch de´lek prˇi uzˇit´ı SC laseru na vzorku cˇ.2.
Acˇkoliv uzˇit´ı SC laseru prˇina´sˇelo takrˇka u´plnou volnost v nastaven´ı vlnove´ de´lky
osvitu, vy´razneˇ zhorsˇena´ kvalita zobrazen´ı oproti filtru (porovna´n´ı na obr. 2.12)
vna´sˇ´ı do odecˇtu fa´ze veˇtsˇ´ı nejistotu. Pro prˇ´ıpadne´ aplikace se tedy zda´ by´t vyuzˇit´ı
interferencˇn´ıch filtr˚u vy´hodneˇjˇs´ı, prˇicˇemzˇ variabilita osvitu bude umozˇneˇna na´kupem
dalˇs´ıch filtr˚u.
Meˇrˇen´ı fa´ze ve vodne´m prostrˇed´ı
Fina´ln´ı experiment probeˇhl s vyuzˇit´ım 650 nm filtru a meˇl oveˇrˇit reakci zmeˇny fa´ze
na zmeˇnu okoln´ıho prostrˇed´ı, konkre´tneˇ na vodu. K experimentu bylo vyuzˇito nove´ho
vzorku (cˇ. 4 – viz tab. 2.1), ktery´ obsahoval i pole s ante´nami o r˚uzny´ch rozmeˇrech se
zaplneˇn´ım 8 % (podobneˇ jako na vzorku cˇ. 2 – obr. 2.11 vpravo) a take´ se zaplneˇn´ım
16 %. Tentokra´t byla nav´ıc jesˇteˇ prˇida´na pol´ıcˇka s velikostmi ante´n 150 – 200 nm.
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Nejprve byla zmeˇrˇena fa´ze na ante´na´ch vystaveny´ch vzduchu, pote´ byla mezi
vzorek a kryc´ı skl´ıcˇko aplikova´na tenka´ vrstva vody. Z´ıskany´ fa´zovy´ obraz pro prˇ´ıpad
ante´n se zaplneˇn´ım 8 % (ozn. Cr) na vzduchu resp. ve vodeˇ je zna´zorneˇn na obr. 2.16
b) resp. c), kde je patrny´ posuv rozmeˇru ante´n, kdy docha´z´ı ke zmeˇneˇ zname´nka
fa´ze dane´ho pol´ıcˇka.
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Obr. 2.16: Fa´zova´ odezva ante´n se zaplneˇn´ım 16 % na zmeˇnu prostrˇed´ı. a) Cˇ´ıselne´
hodnoty fa´ze v za´vislosti na pr˚umeˇru ante´n pro dveˇ r˚uzna´ prostrˇed´ı. Prˇ´ıslusˇne´ obrazy
z´ıskane´ prˇi meˇrˇen´ı ante´n b) na vzduchu a c) ve vodeˇ.
Hodnoty fa´ze prˇ´ıslusˇej´ıc´ı jednotlivy´m pol´ıcˇk˚um s velikostmi ante´n od 30 nm do
200 nm byly z´ıska´ny stejny´m postupem jako data na obr. 2.14. Vy´sledne´ hodnoty
jsou uvedeny v grafu na obr. 2.16a), prˇicˇemzˇ graf za´vislosti fa´ze na velikosti je pro
prˇ´ıpad s vodou posunut smeˇrem k mensˇ´ım rozmeˇr˚um ante´n. Tento vza´jemny´ posuv
lze vysveˇtlit na za´kladeˇ posuvu rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek ante´n. Prˇi osvitu 650 nm
sveˇtlem jsou v prˇ´ıpadeˇ ante´n na vzduchu nejsilneˇji buzeny rezonance v ante´na´ch
s rozmeˇrem 110 nm. Jejich rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka, alesponˇ na vzorku cˇ. 1 (obr. 2.3),
odpov´ıda´ pra´veˇ hodnota´m okolo 650 nm. Prˇida´n´ım vody se rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
ante´n posunou smeˇrem k veˇtsˇ´ı vlnove´ de´lce prˇiblizˇneˇ o 40 nm (z dat z´ıskany´ch
v dalˇs´ı kapitole - rozd´ıl mezi krokem 2 a 3 na obr. 3.11). Jsou-li tedy ante´ny obklo-
peny vodou, osveˇtlen´ı o vlnove´ de´lce 650 nm nejsilneˇji vybud´ı rezonance v ante´na´ch
o pr˚umeˇru 90 nm. Fa´zovy´ rozd´ıl zp˚usobeny´ prˇida´n´ım vody je nejveˇtsˇ´ı pro ante´ny
s pr˚umeˇrem 110 nm, a to 0, 18± 0, 08 rad.
Stejny´m postupem bylo analyzova´no i pole s ante´nami o dvojna´sobne´m zaplneˇn´ı
16 % (ozn. Br). Vy´sledky jsou shrnuty na obr. 2.17, prˇicˇemzˇ chyb´ı hodnota z prvn´ıch
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dvou pol´ıcˇek, na nichzˇ dosˇlo k posˇkozen´ı struktur prˇi odplavova´n´ı rezistu.
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Obr. 2.17: Fa´zova´ odezva ante´n se zaplneˇn´ım 16 % na zmeˇnu prostrˇed´ı. a) Cˇ´ıselne´
hodnoty fa´ze v za´vislosti na pr˚umeˇru ante´n pro dveˇ r˚uzna´ prostrˇed´ı. Prˇ´ıslusˇne´ obrazy
z´ıskane´ prˇi meˇrˇen´ı ante´n b) na vzduchu a c) ve vodeˇ.
Vy´sledky vypadaj´ı podobneˇ jako u nizˇsˇ´ıho zaplneˇn´ı, jen fa´zove´ rozd´ıly jsou
vy´razneˇ veˇtsˇ´ı. Nejveˇtsˇ´ı fa´zovy´ rozd´ıl zp˚usobeny´ prˇida´n´ım vody nastal pro ante´ny
s rozmeˇrem 120 nm, a to 0, 31± 0, 11 rad.
Tyto experimenty tedy proka´zaly, zˇe je mozˇne´ pomoc´ı fa´zove´ho kontrastu prˇi po-
zorova´n´ı koherenc´ı rˇ´ızeny´m holograficky´m mikroskopem registrovat zmeˇny v indexu
lomu v okol´ı plazmonicky´ch ante´n. Dalˇs´ı kroky budou smeˇrˇovat k vyuzˇit´ı fa´zove´ ode-
zvy na detekci mensˇ´ıch rozd´ıl˚u v indexu lomu, ktere´ mohou by´t zp˚usobeny naprˇ´ıklad
adsorpc´ı biomolekul.
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3 VOLTAMETRIE A PLAZMONOVE´ REZONANCE
3.1 Opticka´ spektroskopie
Opticka´ spektroskopie je analytickou metodou, ktera´ umozˇnˇuje studium vlastnost´ı
fyzicky´ch objekt˚u na za´kladeˇ jejich interakce se sveˇtlem. Sveˇtlo je na´sledneˇ analy-
zova´no spektrometrem, ktery´ poskytne spektra´ln´ı za´vislost intenzity sveˇtla na vlnove´
de´lce. Pra´veˇ tvar te´to za´vislosti v sobeˇ ukry´va´ informaci o interakci sveˇtla s la´tkou
jako je naprˇ´ıklad absorpce, rozptyl, emise, difrakce atd.
Spektroskopicka´ meˇrˇen´ı v oblasti viditelne´ho sveˇtla prob´ıhala na aparaturˇe Nano-
nics Multiview 400 (CEITEC MU), jej´ızˇ mikroskopova´ cˇa´st je v uzav´ıratelne´ skrˇ´ıni.
Proces zisku transmisn´ıch (extinkcˇn´ıch) spekter je schematicky naznacˇen na obr. 3.1.
B´ıle´ sveˇtlo vycha´z´ı z halogenove´ vy´bojky a vstupuje do kondenzoru (zveˇtsˇen´ı 100 x),
procha´z´ı vzorkem a je sb´ıra´no objektivem (50 x / 100 x). Odtud je opticky´m vla´knem
vedeno do spektrografu Andor Shamrock 303i (typ Czerny-Turner), v neˇmzˇ je sveˇtlo
spektra´lneˇ rozlozˇeno, a na´sledneˇ je analyzova´no na -70 ◦C chlazeny´m spektrometrem
Andor iDus 420 (CCD s rozliˇsen´ım 1024 pixel˚u×255 pixel˚u). Data ze spektrometru
jsou pote´ v PC softwaroveˇ zpracova´na, prˇicˇemzˇ vy´sledkem je spektra´ln´ı za´vislost pro-
pustnosti (prˇ´ıpadneˇ jine´ velicˇiny). Tato cˇa´st pra´ce je zameˇrˇena na vy´voj a implemen-
taci elektrochemicke´ cely do prostoru vzorku. V na´sleduj´ıc´ım textu jsou popsa´ny ex-
perimenty ukazuj´ıc´ı postup od tenke´ vrstvy roztoku, prˇes vyuzˇit´ı gumove´ho krouzˇku
azˇ k samotne´ elektrochemicke´ cele.
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Obr. 3.1: Schematicke´ zna´zorneˇn´ı aparatury Nanonics pro spektroskopicka´ meˇrˇen´ı.
B´ıle´ sveˇtlo z halogenove´ vy´bojky procha´z´ı optickou soustavou se vzorkem, prosˇly´
signa´l je spektra´lneˇ rozlozˇen a detekova´n spektrometrem, z neˇhozˇ jsou data zpra-
cova´na v pocˇ´ıtacˇi. Meˇrˇen´ı v reflexn´ım mo´du lze prove´st d´ıky dalˇs´ı lampeˇ, ktera´
umozˇnˇuje osvit shora.
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K z´ıska´n´ı spektra´ln´ı za´vislosti je vzˇdy trˇeba porˇ´ıdit alesponˇ trˇi spektra - jedno od-
pov´ıdaj´ıc´ı sveˇtelne´mu pozad´ı od okol´ı (poz), druhe´ charakterizuj´ıc´ı neaktivn´ı oblast
vzorku (cˇiste´ sklo), jezˇ poslouzˇ´ı jako reference (ref), v˚ucˇi n´ızˇ je vztahova´no trˇet´ı
spektrum z oblasti za´jmu (ant). Prˇi spektroskopicky´ch meˇrˇen´ıch LSP byl vyuzˇit
vzorek pol´ı zlaty´ch nanodisk˚u (obr. 2.2) na skleneˇne´m substra´tu, kdy jako refe-
rence poslouzˇila oblast cˇiste´ho skla a signa´l byl z´ıska´va´n z oblast´ı s plazmonicky´mi
ante´nami, podobneˇ jako v prˇ´ıpadeˇ meˇrˇen´ı fa´ze. Jak propustnost T , tak i odrazivost
R v za´vislosti na konfiguraci jsou pote´ z´ıska´ny na´sledovneˇ
ant− poz
ref
.
Pozad´ı bylo meˇrˇeno pouze na zacˇa´tku, reference byla meˇrˇena prˇed kazˇdy´m jednot-
livy´m meˇrˇen´ım. Spektra z´ıskana´ v transmisn´ım mo´du mikroskopu vykazuj´ı v oblasti
rezonance na´hly´ pokles propustnosti, ktery´ je d˚usledkem absorpce a rozptylu (dohro-
mady extinkce) sveˇtla na diskovy´ch ante´na´ch. Ve spektrech z´ıskany´ch z mikroskopu
v reflexn´ım mo´du se naopak oblast rezonance vyznacˇuje na´r˚ustem odrazivosti, ktera´
je d˚usledkem rozptylu sveˇtla na diskovy´ch ante´na´ch. Vlnova´ de´lka odpov´ıdaj´ıc´ı mi-
nimu resp. maximu propustnosti resp. odrazivosti pak uda´va´ informaci o rezonancˇn´ı
vlnove´ de´lce nanostruktur, ktera´ mu˚zˇe poda´vat kvalitativn´ı informaci o prˇ´ıpadny´ch
posuvech rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky vlivem naprˇ. adsorpce molekul.
Pro zisk prˇesneˇjˇs´ı informace o poloze rezonance je vhodne´ spektra podrobit do-
datecˇne´ analy´ze.
3.2 Analy´za spekter
Prˇi analy´ze spekter propustnosti meˇrˇeny´ch na struktura´ch vykazuj´ıc´ıch plazmonove´
rezonance je hlavn´ım u´kolem nale´zt minimum, nebot’ poloze minima odpov´ıda´ vlnova´
de´lka, kterou lze povazˇovat za rezonancˇn´ı vlnovou de´lku LSP. Podobny´m zp˚usobem
lze urcˇit polohu rezonance ze spekter odrazivosti, kde vsˇak hleda´me polohu maxima.
Nameˇrˇena´ spektra propustnosti nejsou vlivem sˇumu, prˇ´ıpadneˇ vneˇjˇs´ıch vliv˚u,
prˇ´ıliˇs hladka´, a to ani prˇi vyuzˇit´ı optima´ln´ıch parametr˚u experimentu, jezˇ jsou ko-
mentova´ny v na´sleduj´ıc´ı kapitole 3.3. Tento sˇum znesnadnˇuje nalezen´ı skutecˇne´ po-
lohy rezonance zejme´na s prˇihle´dnut´ım k polosˇ´ıˇrce rezonancˇn´ıho p´ıku. Nameˇrˇena´
spektra byla vyhlazena pomoc´ı techniky Savitzki-Golay, ktera´ vyzˇaduje zada´n´ı dvou
rˇ´ıdic´ıch parametr˚u. Prvn´ı je rˇa´d polynomu (m), j´ımzˇ je prolozˇen interval hodnot
o liche´m pocˇtu bod˚u (n). Koeficienty polynomu ϕ(x) jsou spocˇ´ıta´ny pomoc´ı me-
tody nejmensˇ´ıch cˇtverc˚u, prˇicˇemzˇ do takto z´ıskane´ho tvaru polynomu je dosazena
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centra´ln´ı hodnota x pouzˇite´ho intervalu. Na´sledneˇ se interval o jeden bod posune
a proces se zopakuje. Rˇa´d polynomu byl zvolen m = 4 a sˇ´ıˇrka intervalu hodnot byla
prˇizp˚usobena konkre´tn´ım spektr˚um. Sˇ´ıˇrka intervalu byla specificka´ pro kazˇde´ spek-
trum a lezˇela v intervalu n ∈ 〈71, 401〉. Prakticky tedy plat´ı, zˇe s rostouc´ım n roste
vyhlazen´ı spektra, prˇicˇemzˇ bylo trˇeba nale´zt kompromis mezi hladkost´ı a schopnost´ı
zachytit trend zmeˇrˇene´ho spektra, jak ukazuje obr. 3.2.
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Obr. 3.2: Hleda´n´ı optima´ln´ı sˇ´ıˇrky intervalu prˇi vyhlazova´n´ı spektra metodou S-G
a jej´ı vliv na tvar vyhlazene´ho spektra. Srovna´n´ı vyhlazen´ı je demonstrova´no pro
trˇi r˚uzne´ sˇ´ıˇrky intervalu (401, 151 a 71 bod˚u) prˇi S-G vyhlazova´n´ı. Vsazeny´ graf
zna´zornˇuje odecˇet rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky λrez pro optima´ln´ı vyhlazen´ı (S-G 151
bod˚u) a urcˇen´ı odpov´ıdaj´ıc´ıho intervalu nejistoty.
Po nalezen´ı vhodne´ho parametru n je mozˇne´ z´ıskat vlnovou de´lku (λrez), ktere´
odpov´ıda´ minima´ln´ı propustnost (Tmin). Z cele´ho spektra je pote´ vybra´na v okol´ı
minima oblast o spektra´ln´ı sˇ´ıˇrce 110 nm (N bod˚u), ktera´ pokry´va´ velkou cˇa´st po-
klesu propustnosti, a je z n´ı da´le urcˇena nejistota vyhlazen´ı. Hodnoty propustnosti
zmeˇrˇene´ (TZ,i) a vyhlazene´ (TV,i) jsou porovna´ny a dle vztahu
∆Tmin =
√√√√ 1
N
N∑
i=1
(TZ,i − TV,i)2 (3.1)
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je urcˇena nejistota nalezen´ı minima propustnosti vlivem vyhlazen´ı. S nejistotou
urcˇen´ı minima propustnosti je spojena i nejistota v urcˇen´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
Pr˚usecˇ´ıky propustnosti Tmin + ∆Tmin s vyhlazenou za´vislost´ı (λ1 a λ2) prˇedstavuj´ı
hranice intervalu nejistoty urcˇen´ı λrez. Vy´sledek je pote´ tvaru
λrez = λrez ± λ2 − λ1
2
. (3.2)
V literaturˇe zaby´vaj´ıc´ı se problematikou zpracova´n´ı spektroskopicky´ch dat jako
naprˇ´ıklad v [112] vyuzˇ´ıvaj´ı k popsa´n´ı nameˇrˇene´ho p´ıku extinkce fit polynomem
vysˇsˇ´ıho rˇa´du, jehozˇ koeficienty jsou spocˇteny pomoc´ı metody nejmensˇ´ıch cˇtverc˚u.
Prˇi u´vaze nad citlivost´ı a prˇesnost´ı se neberou v potaz odchylky fitu od nameˇrˇeny´ch
dat a dosahuj´ı tak citlivosti na 0,1 nm posuv rezonance. Vysoka´ citlivost je ale take´
da´na pouzˇity´m experimenta´ln´ım usporˇa´da´n´ım, kdy je mozˇne´ beˇhem jedine´ho meˇrˇen´ı
za´rovenˇ meˇrˇit spektrum i pozad´ı, cozˇ v nasˇem experimenta´ln´ım usporˇa´da´n´ı nebylo
mozˇne´. Pozad´ı se urcˇovalo zvla´sˇt’, cozˇ prˇisp´ıvalo ke sn´ızˇen´ı citlivosti.
3.3 Optimalizace spektroskopicky´ch meˇrˇen´ı
Podoba spektra je za´visla´ na mnoha faktorech, a to jak na typu vzorku, na vneˇjˇs´ıch
podmı´nka´ch v jeho okol´ı, tak i na vnitrˇn´ıch parametrech samotne´ho meˇrˇen´ı. Vliv
vzorku, tedy typ plazmonicny´ch struktur, jejich rozlozˇen´ı, prˇesnost vy´roby atd., zde
rozeb´ıra´ny nebudou, protozˇe prozat´ım vesˇkera´ meˇrˇen´ı byla provedena na stejne´m
vzorku (vzorek cˇ. 1 pro fa´zova´ meˇrˇen´ı – obr. 2.2). Jedn´ım z parametr˚u soustavy, jezˇ
maj´ı velky´ vliv na vy´slednou podobu spektra je volba opticke´ho vla´kna. Vla´knem
je sb´ıra´na cˇa´st sveˇtla prosˇla´ vzorkem a je j´ım vedena ke spektrometru. Bylo mozˇne´
pouzˇ´ıt jedno ze dvou opticky´ch vla´ken o r˚uzne´m pr˚umeˇru ja´dra. Vla´kno s veˇtsˇ´ım
pr˚umeˇrem sb´ıra´ sveˇtlo z veˇtsˇ´ı plochy vzorku a poskytuje tak v´ıce signa´lu, cozˇ se pro-
jevuje na mensˇ´ım vlivu sˇumu na spektra. Pokud je vsˇak trˇeba bra´t signa´l z mensˇ´ı
oblasti, je vhodneˇjˇs´ı pouzˇ´ıt vla´kno s mensˇ´ım vnitrˇn´ım pr˚umeˇrem, ktere´ sb´ıra´ me´neˇ
sveˇtla a je na´chylneˇjˇs´ı na zmeˇny vneˇjˇs´ıho osveˇtlen´ı v mı´stnosti. Obr. 3.3 ukazuje re-
akci spektra z´ıskane´ho vla´knem o veˇtsˇ´ım pr˚umeˇru na zapnute´ osveˇtlen´ı v mı´stnosti
a na mechanicky´ poklep vla´kna rychle se opakuj´ıc´ımi na´razy prst˚u, prˇicˇemzˇ mı´ra
jejich vlivu je charakterizova´na zejme´na velikost´ı nejistoty urcˇen´ı rezonance. Tyto
vlivy jsou porovna´ny s vla´knem o mensˇ´ım pr˚umeˇru s
”
idea´ln´ımi“ podmı´nkami (po-
klep vla´knem + vypnute´ osveˇtlen´ı v mı´stnosti).
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Obr. 3.3: a) Porovna´n´ı vlivu vla´kna a vneˇjˇs´ıch podmı´nek (osveˇtlen´ı mı´stnosti a po-
klep vla´knem) na velikost nejistoty urcˇen´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky. Vpravo jsou vy-
znacˇene´ oblasti sbeˇru sveˇtla prˇi pouzˇit´ı vla´kna b) o mensˇ´ım a c) o veˇtsˇ´ım pr˚umeˇru.
Z obr. 3.3 je patrne´, zˇe spektra z´ıskana´ s vla´knem o veˇtsˇ´ım pr˚umeˇru vyka-
zuj´ı mnohem mensˇ´ı nejistotu prˇi urcˇova´n´ı polohy rezonance. Zapnute´ osveˇtlen´ı
v mı´stnosti na spektrum vliv sp´ıˇse nema´, ale poklep vla´kna umozˇnil zisk nejhladsˇ´ıho
spektra. Prˇi pouzˇit´ı vla´kna o mensˇ´ım pr˚umeˇru je vliv poklepu mnohem vy´razneˇjˇs´ı,
cozˇ naznacˇuje zvy´sˇenou pr˚uchodnost vla´kna prˇi poklepu.
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Obr. 3.4: Porovna´n´ı trˇ´ı spekter z´ıskany´ch za stejny´ch podmı´nek prˇi poklepu a jed-
noho spektra z´ıskane´ho bez poklepu – vsˇe za vyuzˇit´ı vla´kna o mensˇ´ım pr˚umeˇru.
Vlevo: tvar zmeˇrˇeny´ch spekter, vpravo: odecˇtene´ prˇ´ıslusˇne´ polohy rezonance a ne-
jistoty z´ıskane´ prˇi jejich urcˇen´ı.
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Prˇi naproste´ veˇtsˇineˇ prˇ´ıpad˚u bylo pouzˇito vla´kno o mensˇ´ım pr˚umeˇru z d˚uvodu
snadneˇjˇs´ıho nalezen´ı oblasti bez necˇistot, za zhasnute´ho osveˇtlen´ı v mı´stnosti a za
sta´le´ho manua´ln´ıho poklepu, jehozˇ vliv na spektrum za vyuzˇit´ı vla´kna o mensˇ´ım
pr˚umeˇru je zrˇejmy´ z obr. 3.4. K porovna´n´ı jsou zde take´ spektra, jezˇ byla zmeˇrˇena
s poklepem, prˇicˇemzˇ se jedna´ o meˇrˇen´ı stejne´ho mı´sta se stejny´mi parametry, abychom
z´ıskali na´hled na stabilitu meˇrˇen´ı. Poloha rezonance je takrˇka sta´la´, mı´rneˇ se meˇn´ı
velikost nejistoty. Tyto drobne´ odchylky jsou pravdeˇpodobneˇ zp˚usobeny sˇumem po-
zad´ı, ktere´ je zmeˇrˇeno pouze na zacˇa´tku experimentu.
Dalˇs´ı d˚ulezˇitou oblast´ı optimalizace byly parametry samotne´ho zisku dat. Jedna´
se zejme´na o expozicˇn´ı cˇas a pocˇet akumulac´ı. Expozicˇn´ı cˇas uda´va´ dobu, po kterou
bude sb´ıra´n signa´l potrˇebny´ na porˇ´ızen´ı jednoho spektra, prˇicˇemzˇ pocˇet akumulac´ı
uda´va´, kolik jich bude celkem porˇ´ızeno a zpr˚umeˇrova´no k zisku vy´sledne´ho spektra.
Zvy´sˇen´ı jednoho cˇi druhe´ho parametru by meˇlo prˇispeˇt ke sn´ızˇen´ı sˇumu ve spektrech.
Soucˇin teˇchto parametr˚u charakterizuje celkovou dobu meˇrˇen´ı. Porovna´n´ı meˇrˇen´ı
trvaj´ıc´ıch 50 s pro r˚uzne´ parametry sbeˇru dat je na obr. 3.5 vlevo.
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Obr. 3.5: Vlevo: porovna´n´ı 50 s meˇrˇen´ı pro r˚uzne´ doby expozice a pocˇty akumulac´ı,
vpravo: porovna´n´ı vlivu pocˇtu akumulac´ı pro dva r˚uzne´ cˇasy expozice.
Zadana´ hodnota expozicˇn´ı doby se v prˇ´ıpadeˇ cˇas˚u 0,01 s a 0,05 s se vsˇak neshodo-
vala s rea´lny´m cˇasem meˇrˇen´ı, ktery´ meˇl hodnotu 0,023 s, resp. 0,063 s, takzˇe meˇrˇen´ı
rea´lneˇ trvala de´le. To se podepsalo zejme´na na datech z´ıskany´ch pro nastaveny´ ex-
pozicˇn´ı cˇas 0,01 s, kde meˇrˇen´ı prob´ıhala v´ıce nezˇ dvakra´t de´le a vy´sledna´ nejistota
je tak mensˇ´ı. Da´le expozicˇn´ı cˇasy 0,5 s a 1 s da´vaj´ı mensˇ´ı nejistotu nezˇ cˇasy 0,05 s
a 0,1 s, avsˇak nejedna´ se o vy´razny´ rozd´ıl.
Obr. 3.5 vpravo ukazuje vliv pocˇtu akumulac´ı na prˇesnost odecˇtu polohy rezo-
nance pro dva r˚uzne´ expozicˇn´ı cˇasy (0,01 s a 0,1 s) prˇicˇemzˇ se dle ocˇeka´va´n´ı ukazuje,
zˇe delˇs´ı cˇasy meˇrˇen´ı poskytuj´ı mensˇ´ı nejistotu v urcˇova´n´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
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Na za´kladeˇ vy´sˇe uvedeny´ch test˚u a dalˇs´ıch meˇrˇen´ı byl pro na´sleduj´ıc´ı experimenty
nastaven expozicˇn´ı cˇas 1 s a 50 akumulac´ı.
3.4 Provedene´ experimenty
Jelikozˇ tato pra´ce smeˇrˇuje k uplatneˇn´ı v biodetekci, bylo trˇeba nejdrˇ´ıve oveˇrˇit, zda
lze na zarˇ´ızen´ı Nanonics nameˇrˇit absorpcˇn´ı spektra v jine´m prostrˇed´ı nezˇ na vzdu-
chu, naprˇ. ve vodeˇ, ktera´ je za´kladn´ı slozˇkou naproste´ veˇtsˇiny fyziologicky´ch roztok˚u
biomolekul. Pro samotna´ meˇrˇen´ı byl vyuzˇit prvn´ı vzorek fa´zovy´ch ante´n (obr. 2.2
s parametry shrnuty´mi v tab. 2.1) – zlate´ diskove´ ante´ny o vy´sˇce 40 nm a pr˚umeˇrech
od 30 do 150 nm na skleneˇne´m substra´tu. Plazmonova´ rezonance pol´ı o r˚uzny´ch veli-
kostech ante´n byla oveˇrˇena optickou spektroskopi´ı, jak ukazuje obra´zek 3.6, prˇicˇemzˇ
odpov´ıdaj´ıc´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky jsou vyneseny v grafu na obr. 2.3.
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Obr. 3.6: Spektra´ln´ı za´vislost propustnosti vzorku cˇ. 1 se zlaty´mi ante´nami
o pr˚umeˇrech 30 – 140 nm.
Z grafu na obr. 2.3 je patrne´, zˇe poloha minima propustnosti se s rostouc´ım
rozmeˇrem disk˚u posouva´ k vysˇsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m a za´rovenˇ docha´z´ı k prohlubova´n´ı
poklesu propustnosti. Tento trend je alesponˇ u posledn´ıch dvou spekter narusˇen, cozˇ
lze prˇicˇ´ıtat pocˇ´ınaj´ıc´ı absorpci sveˇtla opticky´mi prvky mikroskopu (od 700 nm), kv˚uli
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n´ızˇ nebylo zmeˇrˇeno spektrum odpov´ıdaj´ıc´ı nejveˇtsˇ´ım ante´na´m. Je proto trˇeba bra´t
i jim odpov´ıdaj´ıc´ı rezonancˇn´ı vlnovou de´lku poneˇkud s rezervou.
K da´le uvedeny´m meˇrˇen´ım bylo pouzˇito pole C6, jezˇ oznacˇuje pole ante´n s pr˚u-
meˇrem 80 nm, jejichzˇ rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka byla urcˇena jako (595± 4) nm. Vy´beˇr
pole, potazˇmo pr˚umeˇru disk˚u, byl kompromisem mezi co nejvy´razneˇjˇs´ı rezonanc´ı
a jej´ı polohou tak, aby nezasahovala do oblasti absorpce opticky´mi prvky.
Meˇrˇen´ı ve vodne´m prostrˇed´ı
Vliv vodne´ho prostrˇed´ı na polohu rezonance byl testova´n na tenke´ vrstveˇ, ktera´ byla
na vzorku vytvorˇena prˇiklopen´ım kapky vody kryc´ım sklem. Obraz z mikroskopu
kromeˇ jemne´ho rozostrˇen´ı nebyl prˇ´ıtomnost´ı vody poznamena´n a sta´le umozˇnˇoval
prˇesnou lokalizaci pole ante´n ke sbeˇru signa´lu. Dalˇs´ım krokem bylo vlozˇen´ı vzorku do
vody o veˇtsˇ´ım objemu vymezene´ho gumovy´m krouzˇkem (materia´l - viton) a dveˇma
kryc´ımi skly. K zaostrˇen´ı na povrch vzorku bylo trˇeba namı´sto objektivu 100 x (WD
1 mm), pouzˇ´ıvane´ho pro beˇzˇna´ spektra´ln´ı meˇrˇen´ı spekter, pouzˇ´ıt objektiv s delˇs´ı
pracovn´ı vzda´lenost´ı 50 x (WD 17,5 nm), s n´ımzˇ byla meˇrˇena vesˇkera´ spektra ty´kaj´ıc´ı
se te´to cˇa´sti pra´ce.
Vy´sledky teˇchto meˇrˇen´ı jsou uvedeny na obr.3.7, kde je patrny´ vy´razny´ posuv
k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m asi o 30 nm a to jak pro ante´ny s tenkou vrstvou vody,
tak i pro ante´ny ponorˇene´ do vody vymezene´ gumovy´m krouzˇkem.
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Obr. 3.7: a) Spektra propustnosti suchy´ch ante´n o pr˚umeˇru 80 nm a po na´sledne´
aplikaci tenke´ vrstvy vody, prˇ´ıpadneˇ jejich ponorˇen´ı do vody. Prˇ´ıslusˇna´ usporˇa´da´n´ı
pro meˇrˇen´ı ante´n: b) s tenkou vrstvou vody, c) ponorˇeny´ch do vody.
42
Z grafu na obr. 3.7 se zda´, zˇe na rezonancˇn´ı vlnovou de´lku tlousˇt’ka vrstvy vliv
nema´. Veˇtsˇ´ı pokles propustnosti prˇi uzˇit´ı krouzˇku byl pravdeˇpodobneˇ zp˚usoben
prˇ´ıtomnost´ı v´ıce opticky´ch rozhran´ı, na nichzˇ se sveˇtlo mohlo odrazit, prˇ´ıpadneˇ
rozptylem sveˇtla v kapalineˇ. Tento experiment vsˇak zejme´na oveˇrˇil schopnost mi-
kroskopu pomoc´ı objektivu s delˇs´ı pracovn´ı vzda´lenost´ı zaostrˇit na povrch vzorku
obklopene´ho silnou vrstvou slabeˇ rozptyluj´ıc´ıho prostrˇed´ı a na´sledneˇ pak detekovat
plazmonove´ rezonance.
Mimo meˇrˇen´ı propustnosti (transmisn´ı mo´d), probeˇhla i meˇrˇen´ı odrazivosti (re-
flexn´ı mo´d ve sveˇtle´m BF i temne´m poli DF), jak ukazuje obr. 3.8. Lze videˇt, zˇe ve
sveˇtle´m poli nastal po aplikaci vody vy´razny´ posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky smeˇrem
k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m, prˇiblizˇneˇ stejny´ jako u transmisn´ıho usporˇa´da´n´ı. Na-
proti tomu prˇi detekci v temne´m poli se posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky uka´zal by´t
vy´razneˇ mensˇ´ı. Citlivost rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky na zmeˇny indexu lomu prostrˇed´ı
je v prˇ´ıpadeˇ vyuzˇit´ı temne´ho pole velmi mala´.
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Obr. 3.8: a) Normovana´ odrazivost meˇrˇena´ ve sveˇtle´m (BF) i temne´m (DF) poli
ante´n na vzduchu a ponorˇeny´ch vody. Obra´zek pole suchy´ch ante´n porˇ´ızeny´ mikro-
skopem v reflexn´ım mo´du v: b) sveˇtle´m c) temne´m poli.
I suchy´ vzorek byl prˇi meˇrˇen´ı podlozˇen kryc´ım sklem, proto je odpov´ıdaj´ıc´ı BF
spektrum vlivem interference na vzduchove´ vrstveˇ zvlneˇne´.
Meˇrˇen´ı v SSC pufru
Dalˇs´ı postup spocˇ´ıval v pozorova´n´ı vlivu prˇ´ıtomnosti pufru v roztoku na polohu
rezonance. Pufr by´va´ pouzˇ´ıva´n ve fyziologicky´ch roztoc´ıch biomolekul ke stabili-
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zaci pH, prˇicˇemzˇ vliv samotne´ho pufru je take´ trˇeba sledovat. Index lomu roztoku
s pufrem se liˇs´ı od vody pouze minima´lneˇ, jelikozˇ voda by´va´ nejcˇasteˇji jeho za´kladem.
Pro experimenty byl zvolen SSC (saline sodium citrate) pufr, ktery´ je smeˇs´ı NaCl
a citra´tu sodne´ho (10 : 1) a jenzˇ udrzˇuje rovnova´hu okolo neutra´ln´ıho pH 7. Expe-
riment˚u s pufry probeˇhlo celkem sedm, prˇicˇemzˇ jejich strucˇny´ popis je shrnut v
tab. 3.1.
Tab. 3.1: Porovna´n´ı provedeny´ch spektroskopicky´ch meˇrˇen´ı prˇi aplikaci SSC pufru
s ohledem na pouzˇitou koncentraci, cˇiˇsteˇn´ı plazmatem a pouzˇite´ usporˇa´da´n´ı.
Meˇrˇen´ı cˇ. 10 mM 100 mM 1 M Plazma Usporˇa´da´n´ı
1 X X X – obr. 3.7b)
2 – X – X obr. 3.7b)
3 X X X X obr. 3.7c)
4 X – – X obr. 3.7c)
5 – – X X obr. 3.7c)
6 X – – X obr. 3.7c)
7 – – X X obr. 3.17
V ra´mci experimentu byly narˇedeˇny trˇi r˚uzne´ koncentrace SSC pufru – 10, 100
a 1000 mM, jezˇ byly pote´ aplikova´ny na vzorek s ante´nami. Prvn´ı meˇrˇen´ı bylo
provedeno ka´pnut´ım male´ kapky roztoku na vzorek, na ktery´ bylo pote´ prˇilozˇeno
kryc´ı skl´ıcˇko. Prˇed ka´pnut´ım roztoku byla zmeˇrˇena kontroln´ı spektra odpov´ıdaj´ıc´ı
suche´mu vzorku a pote´ vzorku s tenkou vrstvou vody. Po osusˇen´ı se prˇesˇlo k apli-
kaci pufru o nejnizˇsˇ´ı koncentraci (10 mM), s n´ımzˇ byla zaznamena´na dveˇ spektra
s cˇasovy´m rozestupem 20 min, abychom odhalili prˇ´ıpadny´ cˇasovy´ vy´voj. Vzorek
i skl´ıcˇko byly pote´ opla´chnuty deionizovanou vodou a ofouknuty dus´ıkem. Stejny´
postup pouzˇit i prˇi zby´vaj´ıc´ıch koncentrac´ıch. V ra´mci tohoto experimentu byla
v kazˇde´m kroku zaznamena´na spektra jak propustnosti, tak odrazivosti (BF i DF)
a polohy rezonance z´ıskane´ z prˇ´ıslusˇny´ch spekter jsou uvedeny v grafu na obr. 3.9.
Hodnota rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky v kroku 3 (po aplikaci 10 mM SSC) prˇi meˇrˇen´ı
odrazivosti ve sveˇtle´m poli chyb´ı kv˚uli chybeˇ prˇi ukla´da´n´ı. Hodnoty v kroku 4
(10 mM SSC po 20 min) byly ovlivneˇny vysycha´n´ım roztoku, k neˇmuzˇ postupneˇ
docha´zelo a ktere´ zkreslovalo vy´sledky. Odrazivost ve sveˇtle´m poli byla v tomto
kroku u´plneˇ vyrˇazena, protozˇe vy´sledne´ spektrum bylo zdeformovane´ interferenc´ı
a nebylo tak mozˇne´ spra´vneˇ urcˇit polohu rezonance. Vy´sledky meˇrˇen´ı odrazivosti
v temne´m poli vykazuj´ı nejveˇtsˇ´ı nejistoty a za´rovenˇ nejmensˇ´ı citlivost rezonancˇn´ı vl-
nove´ de´lky na zmeˇny v indexu lomu okoln´ıho prostrˇed´ı, a proto jizˇ tato konfigurace
nebyla da´le pouzˇ´ıva´na. Prˇi meˇrˇen´ı s dalˇs´ımi koncentracemi uzˇ k u´plne´mu vyschnut´ı
nedosˇlo, avsˇak nelze s jistotu rˇ´ıci, zˇe alesponˇ cˇa´stecˇneˇ neovlivnˇovalo i dalˇs´ı meˇrˇen´ı.
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Obr. 3.9: Experiment cˇ. 1: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky 80 nm nanodisk˚u v r˚uzny´ch kon-
centrac´ıch SSC pufru z´ıskane´ analy´zou spekter porˇ´ızeny´ch v transmisn´ım a reflexn´ım
(BF i DF) mo´du. Posloupnost za´znamu: suche´ ante´ny (1), s vodou (2), s 10 mM (3
a 4), s 100 mM (5 a 6), s 1 M (7 a 8) SSC pufru.
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Obr. 3.10: Experiment cˇ. 2: Cˇasova´ za´vislost polohy rezonance na de´lce cˇasove´ho
intervalu, po neˇzˇ byl vzorek vystaven roztoku 100 mM SSC pufru. Vlevo: vy´rˇez
oblasti rezonance ze spekter propustnosti pro r˚uzne´ cˇasy od aplikace SSC pufru.
Vpravo: Prˇ´ıslusˇne´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
Z vy´sledk˚u na obr. 3.9 nen´ı mozˇne´ urcˇit, zda po prvn´ı aplikaci pufru na povrchu
vzorku nez˚ustaly i po oplachu adsorbovane´ zbytky SSC pufru a neovlivnily tak
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vy´sledek dalˇs´ıch meˇrˇen´ı. Proto vsˇem na´sleduj´ıc´ım se´ri´ım meˇrˇen´ı prˇedcha´zelo cˇiˇsteˇn´ı
vzorku, konkre´tneˇ v kysl´ıkove´m plazmatu, ktere´ by´va´ beˇzˇneˇ pouzˇ´ıva´no naprˇ. na
odstranˇova´n´ı zbytk˚u fotorezistu a organicky´ch necˇistot obecneˇ [113].
Z cˇasove´ zmeˇny vlivu pufru na rezonancˇn´ı vlnovou de´lku (obr. 3.9) nebylo mozˇne´
ze dvou meˇrˇen´ı v cˇasove´m rozestupu 20 min cˇinit spolehlive´ za´veˇry. Na´sleduj´ıc´ı expe-
riment byl proto navrzˇen k mapova´n´ı cˇasove´ho vy´voje rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro
jednu koncentraci SSC pufru a to 100 mM. Prˇi meˇrˇen´ı samotne´ cˇasove´ za´vislosti byla
zaznamena´va´na spektra propustnosti tak, zˇe reference byla zmeˇrˇena pouze jednou
hned po aplikaci roztoku. Pote´ uzˇ byl signa´l z´ıska´va´n pouze z oblasti ante´n. Prˇ´ıpadne´
posuvy by pak meˇly by´t d˚usledkem zmeˇn prostrˇed´ı v okol´ı ante´n. Nameˇrˇena´ data
jsou zobrazena na obr. 3.10 a ukazuj´ı, zˇe rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka se nijak systema-
ticky neposouva´, a cˇasovy´ vy´voj se zda´ by´t sp´ıˇse na´hodny´m.
Dalˇs´ı experimenty s SSC pufrem prob´ıhaly se vzorkem uvnitrˇ objemu ohranicˇe-
ne´ho gumovy´m krouzˇkem a kryc´ımi skly (obr. 3.7c)) – tedy geometrie bl´ızka´ elektro-
chemicke´ cele, ktera´ nav´ıc zabranˇovala vyparˇova´n´ı roztoku a umozˇnila tak udrzˇova´n´ı
stabilneˇjˇs´ıch podmı´nek.
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Obr. 3.11: Experiment cˇ. 3: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky ze spekter propustnosti pro
ante´ny v r˚uzny´ch koncentrac´ıch SSC pufru meˇrˇeny´ch v objemu za vyuzˇit´ı gumove´ho
krouzˇku. Hodnoty jsou serˇazeny dle cˇasove´ souslednosti a popsa´ny v legendeˇ grafu.
S vyuzˇit´ım krouzˇku byla zopakova´na meˇrˇen´ı propustnosti (obr. 3.11) a odrazi-
vosti (tentokra´t pouze BF – obr. 3.12) pro vsˇechny trˇi koncentrace SSC pufru. Byla
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z´ıska´na spektra odpov´ıdaj´ıc´ı suchy´m ante´na´m, prˇikryty´ch a podlozˇeny´ch skl´ıcˇky,
ponorˇeny´ch ve vodeˇ a na´sledneˇ v samotny´ch SSC pufrech, podobneˇ jako v prˇ´ıpadeˇ
meˇrˇen´ı na obr. 3.9. Jakmile byla porˇ´ızena spektra pro nejvysˇsˇ´ı koncentraci pufru,
vzorek byl opla´chnut, na´sledneˇ znovu vlozˇen do cˇiste´ vody a bylo opeˇtovneˇ zmeˇrˇeno
kontroln´ı spektrum.
Porovna´n´ı spektra s vodou prˇed a po aplikaci SSC pufru by meˇlo odhalit, zda
nedosˇlo na ante´na´ch k neˇjaky´m povrchovy´m zmeˇna´m zp˚usobeny´ch naprˇ´ıklad jejich
znecˇiˇsteˇn´ım zbytky pufru, prˇ´ıpadneˇ neˇktery´m z dalˇs´ıch jev˚u, ktere´ mohou zmeˇnit
rezonancˇn´ı vlnovou de´lku ante´n.
Vy´sledky analy´zy spekter propustnosti za vyuzˇit´ı gumove´ho krouzˇku jsou vy-
neseny na obr. 3.11. Kroky 1 a 2 odpov´ıdaj´ı takrˇka stejny´m rezonancˇn´ım vlnovy´m
de´lka´m, vlozˇen´ım do vody nastal vy´razny´ posuv asi o 45 nm (krok 3). Aplikace
10 mM SSC (krok 4) nezp˚usobila v podstateˇ zˇa´dny´ posuv, stejneˇ tak ani po 20 mi-
nuta´ch p˚usoben´ı (krok 5). Oplach a vlozˇen´ı do SSC s 100 mM koncentrac´ı (krok 6)
vyvolalo posuv k nizˇsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m asi o 10 nm. Intervaly nejistoty krok˚u 5
a 6 se neprot´ınaj´ı a nejedna´ se tedy o odchylku v ra´mci urcˇova´n´ı rezonancˇn´ı vlnove´
de´lky, cozˇ potvrzuje i meˇrˇen´ı o 20 min pozdeˇji (krok 7), ktere´ je na podobne´ u´rovni.
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Obr. 3.12: Experiment cˇ. 3: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro ante´ny v r˚uzny´ch koncen-
trac´ıch SSC pufru za vyuzˇit´ı gumove´ho krouzˇku z´ıskany´ch meˇrˇen´ım odrazivosti ve
sveˇtle´m poli. Hodnoty jsou serˇazeny dle cˇasove´ souslednosti a popsa´ny v legendeˇ
grafu.
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Tento posuv se nepodarˇilo uspokojiveˇ vysveˇtlit, mimo jine´ proto, zˇe v soucˇasneˇ
meˇrˇeny´ch spektrech odrazivosti (obr. 3.12) se zˇa´dny´ takovy´ posuv neobjevil. Prˇi
vyuzˇit´ı nejvysˇsˇ´ı koncentrace dosˇlo k opeˇtovne´mu na´vratu rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky
smeˇrem k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m mı´rneˇ nad u´rovenˇ vody. Posuv v˚ucˇi vodeˇ (nH2O
.
=
1, 33) je v ra´mci nejistoty urcˇen´ı polohy rezonance, ale byl by vysveˇtlitelny´ na za´kladeˇ
mı´rneˇ vysˇsˇ´ıho indexu lomu 1 M SSC pufru (nSSC
.
= 1, 34 [114]). Rezonancˇn´ı vlnova´
de´lka ante´n ve vodeˇ na konci (krok 10) je oproti te´ na zacˇa´tku (krok 3) posunuta
asi o 5 nm k mensˇ´ım vlnovy´m de´lka´m.
Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky odpov´ıdaj´ıc´ı jednotlivy´m krok˚um experimentu obdrzˇene´
ze soubeˇzˇne´ho meˇrˇen´ı odrazivosti ve sveˇtle´m poli jsou uvedeny v grafu na obr. 3.12.
Posuv rezonance mezi suchy´mi ante´nami (krok 1 a 2) a ante´nami ve vodeˇ (krok
3) odpov´ıda´ asi 40 nm. Dalˇs´ı zmeˇny rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek pomeˇrneˇ koreluj´ı
s teˇmi odecˇteny´mi ze spekter propustnosti (obr. 3.11). Posuv rezonancˇn´ıch vlnovy´ch
de´lek mezi kroky 3 a 10 je asi 3 nm je ve smeˇru ke kratsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m. Takove´
posuvy se vyskytovaly i u dalˇs´ıch meˇrˇen´ı (obr. 3.14).
Postupneˇ probeˇhly dalˇs´ı meˇrˇen´ı propustnosti, jezˇ meˇly uka´zat, zda poneˇkud na-
hodile´ posuvy rezonance prˇi aplikaci tenke´ vrstvy pufru (obr. 3.10), jsou v objemu
roztoku s vyuzˇit´ım gumove´ho krouzˇku odstraneˇny. Systematicky´ posuv rezonancˇn´ı
vlnove´ de´lky se vsˇak prˇi meˇrˇen´ıch neobjevil, stejneˇ tak ani usta´len´ı jej´ı polohy.
Pozornost byla tedy veˇnova´na d˚ukladneˇjˇs´ı analy´ze jizˇ zmeˇrˇeny´ch spekter a jejich
vza´jemne´mu porovna´va´n´ı.
560 570 580 590 600 610 620 630 640
52
54
56
58
60
62
64
66
 
 
Pr
op
us
tn
os
t (
%
)
Vlnová délka (nm)
 antény (1)
 antény (2) - plazma
 antény (3) - plazma
 antény (4) - plazma
 antény (5) - plazma
 antény (6) - plazma
0 1 2 3 4 5 6 7
585
590
595
600
605
610
 
 
R
ez
on
an
ní
 v
ln
ov
á 
dé
lk
a 
(n
m
)
íslo m ení
Obr. 3.13: Propustnost suchy´ch ante´n meˇrˇena´ prˇed kazˇdy´m ze sˇesti experiment˚u
s SSC pufrem – kromeˇ meˇrˇen´ı cˇ. 1 byl vzorek vzˇdy cˇiˇsteˇn v kysl´ıkove´m plazmatu.
Vlevo: vy´rˇez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpov´ıdaj´ıc´ıch sˇesti experi-
ment˚um. Vpravo: Prˇ´ıslusˇne´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
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Obr. 3.13 vlevo ukazuje porovna´n´ı spekter propustnosti z´ıskane´ meˇrˇen´ım na
suchy´ch ante´na´ch, ktera´ prˇedcha´zela kazˇde´mu experimentu. Vpravo jsou vyznacˇeny
prˇ´ıslusˇne´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
Celkem bylo porovna´va´no 6 experiment˚u, jezˇ v sobeˇ zahrnovaly zahrnovaly meˇ-
rˇen´ı propustnosti ante´n vystaveny´ch SSC pufru o r˚uzny´ch koncentrac´ıch. Obr. 3.13
ukazuje, zˇe prˇi prvn´ım experimentu byla rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka ante´n posunuta
k veˇtsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m. Du˚vodem byly nejsp´ıˇse necˇistoty na povrchu, protozˇe
vzorek nebyl prˇed meˇrˇen´ım nijak cˇiˇsteˇn. Prˇi dalˇs´ıch experimentech provedeny´ch
po cˇiˇsteˇn´ı v plazmatu se rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka drzˇela okolo p˚uvodn´ı hodnoty
(595± 4) nm (zmeˇrˇeno na obr. 3.6). Vy´jimkou bylo meˇrˇen´ı cˇ. 4, kdy byla rezonance
posunuta smeˇrem k veˇtsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m.
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Obr. 3.14: Propustnost ante´n na vzorku ponorˇene´m do vody meˇrˇena´ prˇed a po expe-
rimentech 3 – 6. Vlevo: vy´rˇez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpov´ıdaj´ıc´ı
experiment˚um 3 – 6. Vpravo: Prˇ´ıslusˇne´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky.
Zvla´sˇteˇ zaj´ımava´ byla porovna´n´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky ante´n ve vodeˇ prˇed
a po meˇrˇen´ıch s pufry. Maly´ posuv rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek je patrny´ uzˇ z ex-
perimentu cˇ. 3 (obr. 3.11 a 3.12). Jak ukazuje obr. 3.14, prˇi dalˇs´ıch experimentech
spektra vykazovala i mnohem vy´razneˇjˇs´ı posuv ke mensˇ´ım vlnovy´m de´lka´m (meˇrˇen´ı
cˇ. 4 a 6 – cˇasovy´ vy´voj 10 mM SSC pufru). Naproti tomu prˇi meˇrˇen´ı cˇ. 5 (cˇasovy´ vy´voj
1 M SSC) vykazovalo pomeˇrneˇ vy´razny´ posuv k veˇtsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m. Tento roz-
ptyl v posuvech rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lek a zejme´na posuvy k mensˇ´ım vlnovy´m
de´lka´m naznacˇuj´ı, zˇe na vineˇ nebude pouha´ zmeˇna koncentrace SSC pufru, ale neˇjaky´
vy´razneˇjˇs´ı efekt. T´ımto efektem nebude prˇi neprˇ´ıtomnosti vneˇjˇs´ıho napeˇt´ı ani zˇa´dny´
z povrchovy´ch jev˚u, jezˇ jsou shrnuty v tabulce 1.1.
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V odborne´ literaturˇe byla nalezena informace, zˇe cˇiˇsteˇn´ı v kysl´ıkove´m plazmatu
po dobu 60 s mu˚zˇe zp˚usobit r˚ust vrstvy oxid˚u zlata – nejcˇasteˇji oxidu zlatite´ho
(Au2O3) o tlousˇt’ce do 4 nm [115].
Pro oveˇrˇen´ı oxidace zlata p˚usoben´ım kysl´ıkove´ho plazmatu byla provedena ana-
ly´za rentgenovou fotoelektronovou spektroskopi´ı (XPS). Na krˇemı´k Si(111) byla
iontovy´m naprasˇova´n´ım nanesena 40 nm vrstva zlata odpov´ıdaj´ıc´ı vy´sˇce zlaty´ch
ante´n, s nimizˇ prob´ıhala meˇrˇen´ı. Vy´sledky XPS analy´zy vzorku prˇed a po cˇiˇsteˇn´ı
v kysl´ıkove´m plazmatu jsou zna´zorneˇny na obr. 3.15. Jedna´ se o cˇa´st spektra od-
pov´ıdaj´ıc´ı elektron˚um ze 4f orbitalu zlata (Au4f).
Spektrum z´ıskane´ po cˇiˇsteˇn´ı v plazmatu po dobu 60 s vykazuje oproti cˇiste´mu
zlatu zvy´sˇenou intenzitu v oblastech vedle dvou hlavn´ıch p´ık˚u ve smeˇru k vysˇsˇ´ım
vazebny´m energi´ım. Tento na´r˚ust je zp˚usoben prˇ´ıtomnost´ı dalˇs´ıho p´ıku s mensˇ´ı
intenzitou, ktery´ odpov´ıda´ vazbeˇ zlata na jiny´ prvek, nejsp´ıˇse na kysl´ık, kdy vazbeˇ
Au-O odpov´ıda´ posuv v˚ucˇi cˇiste´mu zlatu prˇiblizˇneˇ o 1,9 eV [116] k vysˇsˇ´ım vazebny´m
energi´ım.
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Obr. 3.15: Vy´sledky XPS analy´zy vzorku Si(111) se 40 nm vrstvou zlata prˇed a po
cˇiˇsteˇn´ı v kysl´ıkove´m plazmatu.
Tvar p´ık˚u se shoduje s teˇmi, ktere´ byly nameˇrˇeny v [91] a potvrzuj´ı tak r˚ust oxidu
zlatite´ho vlivem kysl´ıkove´ho plazmatu. Vznikly´ oxid je vsˇak nesta´ly´ a postupneˇ se
redukuje zpeˇt na zlato, prˇicˇemzˇ po cˇtyrˇech dnech v atmosfericky´ch podmı´nka´ch ho
lze povazˇovat za u´plneˇ zredukovany´ [91].
Vliv oxidace zlata na spektra propustnosti je tedy velmi za´visly´ na cˇasove´m
rozestupu mezi cˇiˇsteˇn´ım a samotny´m meˇrˇen´ım. Tento rozestup nebyl vzˇdy stejny´,
50
v d˚usledku cˇehozˇ mohou by´t vysveˇtleny rozd´ıly v rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lka´ch
holy´ch ante´n (obr. 3.13). Meˇrˇen´ı cˇ. 4 zde pravdeˇpodobneˇ vybocˇuje proto, zˇe meˇrˇen´ı
propustnosti prob´ıhalo pouze neˇkolik hodin po cˇiˇsteˇn´ı a vrstva oxidu zlata, jakozˇto
dielektrika o vysoke´m indexu lomu (noxid = 3, 3), zrˇejmeˇ zp˚usobila posuv rezonance
k delˇs´ım vlnovy´m de´lka´m.
Vza´jemne´ posuvy v rezonancˇn´ıch vlnovy´ch de´lka´ch ante´n vlozˇeny´ch do vody
(obr. 3.14) by mohly by´t vysveˇtleny postupnou tvorbou hydratovane´ho oxidu zla-
tite´ho s r˚uzny´m pocˇtem x molekul H2O, tedy Au2O3 · xH2O, jak uka´zali Xia et
al. [92]. Index lomu hydratovane´ho oxidu zlatite´ho (nhydra´t ∈ (1, 65; 1, 80)) se liˇs´ı
dle typu hydra´tu. Na za´kladeˇ prˇechodu z Au2O3 do jeho hydratovane´ formy prˇi
vystaven´ı vodne´mu prostrˇed´ı je mozˇne´ vysveˇtlit posuv ke kratsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m
z obr. 3.14 u experiment˚u cˇ. 3, 4 a 6. Mozˇny´m vysveˇtlen´ım posuvu opacˇny´m smeˇrem
u experimentu cˇ. 5 by byla absence oxidu zlatite´ho, tedy v prˇ´ıpadeˇ prodlevy mezi
cˇiˇsteˇn´ım a meˇrˇen´ım alesponˇ 4 dny, kdy na se pote´ na povrch zlata adsorbovaly mo-
lekuly z SSC pufru. Jelikozˇ jsme neveˇdeˇli, jaka´ byla cˇasova´ prodleva mezi cˇiˇsteˇn´ım
a samotny´m meˇrˇen´ım v ra´mci experimentu cˇ. 5 (cˇasovy´ vy´voj ante´n v 1 M SSC
pufru), byl tento experiment zopakova´n, tentokra´t v´ıce nezˇ ty´den po posledn´ım
cˇiˇsteˇn´ı, prˇicˇemzˇ vy´sledky jsou na obr. 3.16.
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Obr. 3.16: Rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky pro ante´ny v r˚uzny´ch cˇasech p˚usoben´ı 1 M SSC
pufru a pro vodu prˇed a po aplikaci pufru. Vlevo: vy´beˇr ze spekter propustnosti
– cˇerna´ plna´ (pouze voda na zacˇa´tku), cˇerna´ cˇa´rkovana´ (pouze voda na konci),
cˇervena´ (1 M SSC pufr) – s prˇiby´vaj´ıc´ım cˇasem v roztoku sveˇtlejˇs´ı cˇervena´. Vpravo:
rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky – cˇerna´ (voda na zacˇa´tku / na konci), cˇervena´ (cˇasovy´ vy´voj
v 1 M SSC pufru).
Prˇi meˇrˇen´ı bylo nav´ıc vyuzˇito vyrobene´ elektrochemicke´ cely (obr.3.17), v n´ızˇ byl
uzavrˇen vzorek, nacˇezˇ do n´ı byl vpraven samotny´ roztok. Tento postup je prakticˇteˇjˇs´ı
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a umozˇnil zacˇ´ıt meˇrˇen´ı rychleji nezˇ prˇi vyuzˇit´ı krouzˇku (obr. 3.7c)). Meˇrˇen´ı tentokra´t
prob´ıhala se sˇirsˇ´ım vla´knem, aby byl z´ıska´n co nejlepsˇ´ı opticky´ signa´l, a za´rovenˇ byla
sn´ızˇena doba meˇrˇen´ı jednoho spektra asi na 10 s, aby mohl by´t le´pe zachycen cˇasovy´
vy´voj.
Z obr. 3.16 je patrne´, zˇe se rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka postupneˇ posouva´ k veˇtsˇ´ım
vlnovy´m de´lka´m a za´rovenˇ docha´z´ı k poklesu propustnosti. Ze z´ıskany´ch spekter se
zda´lo, zˇe uzˇ k posuvu nedocha´z´ı, a proto bylo meˇrˇen´ı po 110 min zastaveno. Na´sledne´
urcˇen´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky uka´zalo, zˇe k usta´len´ı polohy rezonance jesˇteˇ u´plneˇ
nedosˇlo. Prˇesto je vsˇak patrne´, zˇe se na´r˚ust zpomaluje a zda´ se, speˇje k usta´lene´
hodnoteˇ. Vzhledem k tomu, zˇe docha´z´ı k postupne´mu na´r˚ustu odecˇtene´ rezonancˇn´ı
vlnove´ de´lky bez vy´razny´ch na´hodny´ch zmeˇn, se zda´, zˇe z´ıskana´ nejistota odecˇtu
polohy rezonance je pravdeˇpodobneˇ vysˇsˇ´ı nezˇ jej´ı rea´lna´ nejistota.
Rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka ante´n ve vodeˇ na konci experimentu je takrˇka stejna´,
jako byla na zacˇa´tku. Zda´ se tedy, zˇe oxid zlatity´ tentokra´t prˇ´ıtomny´ nebyl a ex-
periment neovlivnˇoval. Za´rovenˇ se uka´zalo, zˇe acˇ za prˇ´ıtomnosti pufru na ante´na´ch
docha´z´ı k postupne´mu na´r˚ustu rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky nejsp´ıˇse vlivem adsorpce
molekul pufru, po oplachu je tento vliv odstraneˇn.
Experiment, jehozˇ vy´sledky jsou na obr. 3.16, tedy uka´zal, zˇe prˇ´ıtomnost pufru
postupneˇ posouva´ rezonancˇn´ı vlnovou de´lku. Pokud vsˇak bude ponecha´na dostatecˇneˇ
dlouha´ doba na usta´len´ı podmı´nek v roztoku, pak prˇ´ıtomnost pufru nemus´ı na po-
lohu rezonance mı´t zˇa´dny´ vliv. Prˇi biodetekci tak bude umozˇneˇno sledovat pouze
zmeˇny rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky vyvolane´ reakc´ı na prˇ´ıtomnost biomolekul.
Na´vrh elektrochemicke´ cely
Pu˚vodn´ı podoba cely vycha´zela z designu, ktery´ vytvorˇili MacKenzie et al. [101]. Prˇi
experimentech s teˇsnic´ım krouzˇkem (obr. 3.7) se uka´zala jeho prakticˇnost, protozˇe
jednak vymezuje objem cely a za´rovenˇ poskytuje dostatecˇne´ teˇsneˇn´ı v kontaktu
s hladky´m plochami skla. Gumovy´ krouzˇek (z EPDM gumy) tedy tvorˇ´ı za´klad i sa-
motne´ elektrochemicke´ cely (obr. 3.17). Gumovy´ krouzˇek je podlozˇen ITO sklem,
ktere´ bude slouzˇit jako pr˚uhledna´ pracovn´ı elektroda, a prˇikryt kryc´ım sklem. Krou-
zˇek a skl´ıcˇka jsou k sobeˇ tisknuty dveˇma plastovy´mi deskami, prˇicˇemzˇ jedna z nich
obsahuje za´vitove´ otvory pro stazˇen´ı krouzˇku trˇemi sˇrouby. Plastove´ desky maj´ı
v sobeˇ vyvrtane´ kruhove´ otvory umozˇnˇuj´ıc´ı pr˚uchod sveˇtla. Z vnitrˇn´ı strany kazˇde´
desky jsou vyfre´zova´ny cˇtvercove´ dra´zˇky pro zafixova´n´ı skl´ıcˇek.
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Obr. 3.17: Vlevo: fotografie vnitrˇku elektrochemicke´ cely s vlozˇeny´m platinovy´m
krouzˇkem (CE), platinovy´m dra´tem (RE) a s ITO skl´ıcˇkem (WE) zahloubeny´m
v plastove´ podstaveˇ cely, zprava a zleva plnic´ı injekcˇn´ı jehly. Vpravo: model sestavene´
cely, kde je krouzˇek stahova´n mezi dveˇma plastovy´mi deskami.
Vedle pracovn´ı elektrody jsou na obr. 3.17 vlevo zobrazeny i zby´vaj´ıc´ı elektrody
a to pomocna´ elektroda v podobeˇ svinute´ho platinove´ho dra´tu, a referencˇn´ı elektroda
tvorˇena´ kra´tky´m platinovy´m dra´tem. Celu je mozˇne´ plnit injekcˇn´ı strˇ´ıkacˇkou.
Dalˇs´ım krokem v designu elektrochemicke´ cely by mohlo by´t vyuzˇit´ı mikrofluid-
n´ıch kana´lk˚u, prˇi jejichzˇ vyuzˇit´ı je mozˇne´ analyzovat velmi male´ objemy roztok˚u
a z neˇj z´ıskat elektrochemicky´ [117] cˇi opticky´ [118] signa´l odpov´ıdaj´ıc´ı jedine´ bio-
molekule.
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4 ZA´VEˇR
Na´pln´ı prˇedlozˇene´ diplomove´ pra´ce bylo navrzˇen´ı a realizace experimentu pro meˇrˇen´ı
zmeˇny fa´ze na plazmonicky´ch ante´na´ch pomoc´ı koherenc´ı rˇ´ızene´ho holograficke´ho
mikroskopu. C´ılem druhe´ cˇa´sti diplomove´ pra´ce bylo navrzˇen´ı a realizace experi-
mentu pro soucˇasne´ meˇrˇen´ı cyklicke´ voltametrie a plazmonovy´ch rezonanc´ı. Obeˇ
dveˇ cˇa´sti byly prˇitom smeˇrˇova´ny k vyuzˇit´ı v biodetekci.
V prvn´ı kapitole jsou popsa´ny dva mozˇne´ prˇ´ıstupy k zisku informace o analyzo-
vane´ la´tce, a to pomoc´ı elektrochemicky´ch a plazmonicky´ch senzor˚u. Nejdrˇ´ıve je zde
nast´ıneˇn princip elektrochemie, ktera´ je zalozˇena na analy´ze prˇenosu elektron˚u mezi
elektrodou a analyzovanou la´tkou. Da´le jsou zde prˇedstaveny plazmonove´ rezonance
jakozˇto u´cˇinny´ na´stroj k detekci zmeˇn v indexu lomu zp˚usobeny´ch prˇ´ıtomnost´ı bio-
molekul, at’ uzˇ na za´kladeˇ zmeˇny plazmonove´ rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky nebo zmeˇny
fa´ze. Za´rovenˇ jsou zde diskutova´ny jizˇ pouzˇite´ prˇ´ıstupy k detekci zmeˇny fa´ze a jejich
aplikace v biodetekci. V neposledn´ı rˇadeˇ jsou zde take´ shrnuty dosavadn´ı prˇ´ıstupy
ve vyuzˇit´ı kombinace elektrochemicky´ch metod spolu s meˇrˇen´ım plazmonovy´ch re-
zonanc´ı.
Ve druhe´ kapitole jsou popsa´ny vy´sledky ty´kaj´ıc´ı se meˇrˇen´ı fa´ze na plazmo-
nicky´ch ante´na´ch vyuzˇit´ım koherenc´ı rˇ´ızene´ho holograficke´ho mikroskopu. Meˇrˇen´ı
prob´ıhala na poli zlaty´ch diskovy´ch ante´n s pr˚umeˇrem jdouc´ım zpravidla od 30
do 150 nm, jejichzˇ plazmonicke´ vlastnosti potvrdila spektroskopicka´ meˇrˇen´ı pro-
pustnosti (obr. 3.6). Uzˇ prvn´ı meˇrˇen´ı uka´zala, zˇe nen´ı mozˇne´ pro fa´zove´ zobrazen´ı
vyuzˇ´ıt reflexn´ıho mo´du mikroskopu kv˚uli nedostatecˇne´mu signa´lu, cozˇ se nepodarˇilo
zmeˇnit veˇtsˇ´ım zaplneˇn´ım plochy ante´nami ani zvy´sˇen´ım intenzity osvitu prˇi vyuzˇit´ı
SC laseru. Transmisn´ı mo´d vsˇak umozˇnil bezproble´move´ zobrazen´ı fa´ze, prˇicˇemzˇ se
uka´zalo, zˇe jej´ı hodnota je za´visla´ na velikosti ante´n.
Byl pozorova´n a vysveˇtlen posuv oblasti nejstrmeˇjˇs´ı zmeˇny fa´ze smeˇrem k veˇtsˇ´ım
rozmeˇr˚um ante´n (obr. 2.8) prˇi pouzˇit´ı veˇtsˇ´ıho zaplneˇn´ı. Tento posuv nastal nejsp´ıˇse
v d˚usledku zmensˇen´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky ante´n vlivem jejich vza´jemne´ho prˇi-
bl´ızˇen´ı, cozˇ bylo take´ potvrzeno spektroskopicky (obr. 2.4). Uzˇit´ı filtr˚u o r˚uzny´ch vl-
novy´ch de´lka´ch uka´zalo, zˇe strmost poklesu fa´ze nar˚usta´ s rozmeˇrem ante´n (obr. 2.10).
Tento posuv fa´zove´ za´vislosti spolu se zvysˇova´n´ım jej´ı strmosti byl potvrzen vyuzˇit´ım
osvitu pomoc´ı laditelne´ho SC laseru (obr. 2.14), ktery´ umozˇnil osvit sveˇtlem z cele´
viditelne´ oblasti spektra. Tento jev lze vysveˇtlit t´ım, zˇe se zveˇtsˇuj´ıc´ım se pr˚umeˇrem
ante´n roste fa´zovy´ signa´l vlivem rostouc´ıho rozptylu sveˇtla na ante´na´ch.
Vyuzˇit´ı SC laseru vsˇak vy´razneˇ zhorsˇilo kvalitu fa´zove´ho obrazu (porovna´n´ı na
obr. 2.12), i kdyzˇ byla jeho koherence narusˇova´na difuzorem. Vhodneˇjˇs´ı se proto
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jev´ı vyuzˇit´ı interferencˇn´ıch filtr˚u, prˇicˇemzˇ filtru s propustnost´ı okolo 650 nm bylo na
za´veˇr vyuzˇito pro urcˇen´ı vlivu zmeˇny indexu lomu na pr˚ubeˇh fa´ze prˇi aplikaci vody na
ante´ny. Oblast s nejveˇtsˇ´ı strmost´ı se posunula ke kratsˇ´ım vlnovy´m de´lka´m, prˇicˇemzˇ
nejveˇtsˇ´ı citlivost fa´ze na zmeˇnu indexu lomu proka´zalo pole s ante´nami o pr˚umeˇru
110 nm (obr. 2.16), jejichzˇ rezonancˇn´ı vlnova´ de´lka je bl´ızko 650 nm osvitu. Reakce
ante´n o vysˇsˇ´ım zaplneˇn´ı na aplikaci vody byla jesˇteˇ vy´razneˇjˇs´ı (obr. 2.17).
Trˇet´ı kapitola je zameˇrˇena na spektroskopicka´ opticka´ meˇrˇen´ı, ktera´ budou v nej-
blizˇsˇ´ıch ty´dnech spojena s elektrochemicky´mi meˇrˇen´ımi. U´vod kapitoly je zameˇrˇen na
analy´zu a optimalizaci zisku spekter propustnosti. Byla oveˇrˇena schopnost vyuzˇite´
aparatury (obr. 3.1) zachytit opticky´ signa´l z ante´n ponorˇeny´ch do vody a za´rovenˇ
posuv rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky k mensˇ´ım vlnovy´m de´lka´m (obr. 3.7). Pote´ byl
pozorova´n vliv SSC pufru o r˚uzny´ch koncentrac´ıch na rezonancˇn´ı vlnovou de´lku
ante´n, prˇicˇemzˇ vy´sledky meˇrˇen´ı propustnosti ani odrazivosti neukazovaly zˇa´dny´
usta´leny´ trend zmeˇny rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky (obr. 3.9). Prˇed samotny´mi expe-
rimenty byl vzorek vzˇdy cˇiˇsteˇn v kysl´ıkove´m plazmatu, cozˇ se uka´zalo mı´t za´sadn´ı
vliv na vy´sledky na´sledneˇ provedeny´ch experiment˚u. Porovnala-li se rezonancˇn´ı vl-
nova´ de´lka ante´n v cˇiste´ vodeˇ prˇed aplikac´ı pufru a v cˇiste´ vodeˇ na konci experi-
mentu, byly pro veˇtsˇinu meˇrˇen´ı patrne´ vy´razne´ posuvy smeˇrem k mensˇ´ım vlnovy´m
de´lka´m (obr. 3.14). Ty se podarˇilo vysveˇtlit azˇ d´ıky zjiˇsteˇn´ı, zˇe plazmove´ cˇiˇsteˇn´ı
zp˚usobuje r˚ust vrstvy oxidu zlatite´ho na povrchu ante´n, jehozˇ existence byla take´
potvrzena XPS anly´zou (obr. 3.15). Tento oxid pote´ prˇi aplikaci vody prˇesˇel do hyd-
ratovane´ formy o mensˇ´ım indexu lomu a zp˚usobil tak vy´sledny´ posuv k nizˇsˇ´ım vl-
novy´m de´lka´m. K cˇiˇsteˇn´ı vzorku je tedy vhodneˇjˇs´ı pouzˇ´ıt chemicke´ metody prˇ´ıpadneˇ
vyuzˇ´ıt cˇiˇsteˇn´ı ve vod´ıkove´m plazmatu, ktere´ oxidaci zlata nezp˚usobuje.
Za´veˇrecˇne´ meˇrˇen´ı rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky probeˇhlo v´ıce nezˇ ty´den po posledn´ım
cˇiˇsteˇn´ı, kdy by se meˇl vsˇechen oxid zlatity´ zredukovat zpeˇt na zlato. Samotne´ meˇrˇen´ı
bylo provedeno uvnitrˇ elektrochemicke´ cely, ktera´ byla v ra´mci pra´ce navrzˇena pro
na´sledne´ elektrochemicke´ experimenty (obr. 3.17). Cˇasova´ za´vislost rezonancˇn´ı vl-
nove´ de´lky na dobeˇ setrva´n´ı ante´n v SSC pufru uzˇ by tedy nemeˇla by´t zkreslena
prˇ´ıtomnost´ı oxidu. Dle obr. 3.16 je patrne´, zˇe skoro k zˇa´dne´mu posuvu rezonancˇn´ı
vlnove´ de´lky ante´n v cˇiste´ vodeˇ prˇed a v cˇiste´ vodeˇ po experimentu nedocha´z´ı. Sa-
motny´ cˇasovy´ pr˚ubeˇh rezonancˇn´ı vlnove´ de´lky vykazuje jej´ı pozvolny´ na´r˚ust, ktery´
vsˇak postupneˇ zpomaluje a zda´ se, zˇe speˇje do usta´lene´ho stavu. Prˇ´ıtomnost pufru
tedy ma´ vliv na rezonancˇn´ı vlnovou de´lku, avsˇak prˇi ponecha´n´ı dostatecˇneˇ dlouhe´
doby na usta´len´ı podmı´nek v roztoku mu˚zˇe tento vliv u´plneˇ vymizet a umozˇnit tak
detekovat zmeˇny v indexu lomu zp˚usobene´ cˇisteˇ prˇ´ıtomnost´ı biomolekul.
Tato pra´ce vznikla s podporou projektu CEITEC – open access (LM2011020),
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d´ıky ktere´mu byla umozˇneˇna pra´ce na jednom z prˇ´ıstroj˚u Strˇedoevropske´ho techno-
logicke´ho institutu CEITEC.
56

LITERATURA
[1] TAMAYO, J. et al. Biosensors based on nanomechanical systems. Chemical
Society Reviews. 2013, vol. 42(3), s. 1287-1311. DOI: 10.1039/C2CS35293A
[2] ATKINS, P, Loretta JONES a Leroy LAVERMAN. Chemical principles: the
quest for insight. 6th ed. New York: W H Freeman, 2013, 1 v., 856 str. ISBN
1464124663.
[3] MURRAY, J.: Organic chemistry. 7e. Belmont, CA: Thomson Brooks/Cole,
2008, 1224 str. ISBN 0-495-11258-5.
[4] BARD, A. J. a L. R. FAULKNER. Electrochemical methods: fundamentals and
applications. 2nd ed. New York: John Wiley & Sons, 2001, 833 str. ISBN 0-471-
04372-9.
[5] ZUMAN, P. Role of mercury electrodes in contemporary analytical chemistry.
Critical reviews in analytical chemistry. 2000, vol. 12 (15), s. 1187-1194.
[6] Basics of Voltammetry and Polarography [online]. Princeton Applied Research,
[cit. 19.05.2015]. Dostupne´ z: www.princetonappliedresearch.com
[7] LIE, L. H. et al. Immobilisation and synthesis of DNA on Si (111), nanocrys-
talline porous silicon and silicon nanoparticles. Faraday discussions. 2004, vol.
125, s. 235-249. DOI: 10.1039/b302845c.
[8] Buffer tutorials [online]. ChemCollective - Online Resources for Teaching and
Learning Chemistry, [cit. 20.05.2015]. Dostupne´ z: http://chemcollective.org/
[9] PALECˇEK, E. Past, present and future of nucleic acids electrochemistry. Ta-
lanta. 2002, vol. 56 (5), s. 809-819. DOI: 10.1016/S0039-9140(01)00649-X.
[10] BAREK, J. et al. Polarography and voltammetry at mercury electrodes.
Critical reviews in analytical chemistry. 2001, vol. 31 (4), s. 291-309. DOI:
10.1080/20014091076776.
[11] MAIER, S. A. Plasmonics: fundamentals and applications. New York: Springer,
2007. 223 str., ISBN:0-387-33150-6.
[12] LIEDBERG, B., NYLANDER, C. a I. LUNSTRO¨M. Surface plasmon resonance
for gas detection and biosensing Sensors and Actuators: Chemical. 1983, vol. 4,
s. 299-304, ISSN:0250-6874.
[13] HOMOLA, J. Surface Plasmon Resonance Sensors for Detection of Chemical
and Biological Species. Chemical Reviews. 2008, vol. 108 (2), s. 462-493. DOI:
10.1021/cr068107d.
[14] HAES, A. J. et al. Nanoscale Optical Biosensor: Short Range Distance Depen-
dence of the Localized Surface Plasmon Resonance of Noble Metal Nanopar-
ticles. The Journal of Physical Chemistry B, 2004, vol. 108 (22), s. 6961-6968.
DOI: 10.1021/jp036261n.
58
[15] LINK, S. a M. A. EL-SAYED. Size and Temperature Dependence of the
Plasmon Absorption of Colloidal Gold Nanoparticles. The Journal of Physi-
cal Chemistry B. 1999, vol. 103 (21), s. 4212-4217. DOI: 10.1021/jp984796o.
[16] SUN, Y. a Y. XIA. Gold and silver nanoparticles: A class of chromophores with
colors tunable in the range from 400 to 750 nm. The Analyst. 2003, vol. 128
(6), s. 686-691. DOI: 10.1039/b212437h.
[17] MILLER, M. M. a A. A. LAZARIDES. Sensitivity of Metal Nanoparticle Sur-
face Plasmon Resonance to the Dielectric Environment. The Journal of Physical
Chemistry B. 2005, vol. 109 (46), s. 21556-21565. DOI: 10.1021/jp054227y.
[18] KELLY, K. L. et al. The Optical Properties of Metal Nanoparticles: The In-
fluence of Size, Shape, and Dielectric Environment. The Journal of Physical
Chemistry B. 2003, vol. 107 (3), s. 668-677. DOI: 10.1021/jp026731y.
[19] ZORIC´, I. et al. Gold, Platinum, and Aluminum Nanodisk Plasmons: Material
Independence, Subradiance, and Damping Mechanisms. ACS Nano. 2011, vol.
5, issue 4, s. 2535-2546. DOI: 10.1021/nn102166t.
[20] OLMON, R. L. et al. Near-field imaging of optical antenna modes in
the mid-infrared. Optics Express. 2008, vol. 16 (25), s. 20295-20305. DOI:
10.1364/oe.16.020295.
[21] SHERRY, L. J. et al. Localized Surface Plasmon Resonance Spectroscopy of
Single Silver Triangular Nanoprisms. Nano Letters. 2006, vol. 6 (9), s. 2060-
2065. DOI: 10.1021/nl061286u.
[22] SHUMAKER-PARRY, J. S., H. ROCHHOLZ a M. KREITER. Fabrication of
Crescent-Shaped Optical Antennas. Advanced Materials. 2005, vol. 17 (17), s.
2131-2134. DOI: 10.1002/adma.200500063.
[23] HAO, F. et al. Plasmon Resonances of a Gold Nanostar. Nano Letters. 2007,
vol. 7 (3), s. 729-732. DOI: 10.1021/nl062969c.
[24] LASRSSON, E. M. et al. Sensing Characteristics of NIR Localized Surface
Plasmon Resonances in Gold Nanorings for Application as Ultrasensitive Bio-
sensors. Nano Letters. 2007, vol. 7 (5), s. 1256-1263. DOI: 10.1021/nl0701612.
[25] ARTAR, A., YANIK, A. A. a H. ALTUG. Fabry–Perot nanocavities in mul-
tilayered plasmonic crystals for enhanced biosensing. Applied Physics Letters
[online]. 2009, vol. 95 (5). DOI: 10.1063/1.3202391.
[26] MUSKENS, O. L. at al. Optical scattering resonances of single and coupled
dimer plasmonic nanoantennas. Optics Express [online]. 2007, vol. 15 (26), [cit.
2015-04-07]. DOI: 10.1364/oe.15.017736.
[27] ALEGRET, J. at al. Plasmonic Properties of Silver Trimers with Trigonal Sy-
mmetry Fabricated by Electron-Beam Lithography. The Journal of Physical
Chemistry C. 2008, vol. 112 (37), s. 14313-14317. DOI: 10.1021/jp804505k.
59
[28] FAN, J. A. at al. Self-Assembled Palsmonic Nanoparticle Clusters. Science.
2010, vol. 328 (5982), s. 1135-1138. DOI: 10.1126/science.1187949.
[29] JENSEN, T. R. et al. Nanosphere lithography: effect of the external dielectric
medium on the surface plasmon resonance spectrum of a periodic array of silver
nanoparticles. The Journal of Physical Chemistry B. 1999, vol. 103 (45), s. 9846-
9853. DOI: 10.1021/jp9926802.
[30] SVEDENDAHL, M. et al. Refractometric sensing using propagating versus lo-
calized surface plasmons: a direct comparison. Nano letters. 2009, vol. 9 (12),
s. 4428-4433. DOI: 10.1021/nl902721z.
[31] WILLETS, K. A. a R. P. Van DUYNE. Localised Surface Plasmon Resonance
Spectroscopy and Sensing. Annual Review of Physical Chemistry. 2007, vol. 58
(1), s.267-297. DOI:10.1146/annurev.physchem.58.032806.104607.
[32] KAMINSKA, I. et al. Near-Field and Far-Field Sensitivities of LSPR Sensors.
The Journal of Physical Chemistry C, 2015, vol. 119 (17), s. 9470-9476. DOI:
10.1021/acs.jpcc.5b00566.
[33] JUNG, L. S. et al. Quantitative Interpretation of the Response of Surface
Plasmon Resonance Sensors to Adsorbed Films. Langmuir, 1998, vol. 14 (19),
s. 5636-5648. DOI: 10.1021/la971228b.
[34] RUEMMELE, J. A. et al. A localized surface plasmon resonance imaging in-
strument for multiplexed biosensing. Analytical chemistry, 2013, vol. 85(9), s.
4560-4566. DOI: 10.1021/ac400192f.
[35] GRIGORENKO, A. N., NIKITIN, P. I. a A. V. Kabashin. Phase jumps and in-
terferometric surface plasmon resonance imaging Applied Physics Letters. 1999,
vol. 75 (25), s. 3917-3919. DOI: 10.1063/1.125493.
[36] ABELES, F. a T. LOPEZ-RIOS. Investigation of the metal-electrolyte interface
using surface plasma waves with elipsometric detection. Solid State Communi-
cations. 1975, vol. 16, s. 843847.
[37] KABASHIN, A. V. a P. I. NIKITIN. Surface plasmon resonance interferometer
for bio-and chemical-sensors. Optics Communications. 1998, vol. 150 (1), s. 5-8.
DOI: 10.1016/S0030-4018(97)00726-8
[38] SCHNELL, M. et al. Amplitude- and Phase-Resolved Near-Field Mapping of
Infrared Antenna Modes by Transmission-Mode Scattering-Type Near-Field
Microscopy†. The Journal of Physical Chemistry C. 2010, vol. 114 (16), s. 7341-
7345. DOI: 10.1021/jp909252z.
[39] SCHNELL, M., P. S. CARNEY a R. HILLENBRAND. Synthetic optical ho-
lography for rapid nanoimaging. Nature Communications. 2014, vol. 5, 3499.
DOI: 10.1038/ncomms4499.
60
[40] KABASHIN, A. V. a P. I. NIKITIN. Interferometer based on a surface-plasmon
resonance for sensor applications. Quantum Electronics. 1997, vol. 27 (7), s.
653-654. DOI: 10.1070/QE1997v027n07ABEH001013
[41] KOCHERGIN, V. E. et al. Phase properties of a surface-plasmon resonance
from the viewpoint of sensor applications. Quantum Electronics. 1998, vol. 28
(5), s. 444-448. DOI: 10.1070/QE1998v028n05ABEH001245.
[42] ZHANG, C. et al. Experimental approach to the microscopic phase-sensitive
surface plasmon resonance biosensor. Applied Physics Letters. 2013, vol. 102
(1), 011114. DOI: 10.1063/1.4773997.
[43] WU, S. Y. et al. Highly sensitive differential phase-sensitive surface plasmon
resonance biosensor based on the Mach–Zehnder configuration. Optics Letters.
2004, vol. 29 (20), s. 2378-2380. DOI: 10.1364/OL.29.002378.
[44] HO, H. P. et al. Sensitivity enhancement based on application of
multi-pass interferometry in phase-sensitive surface plasmon resonance bi-
osensor. Optics Communications. 2007, vol. 275 (2), s. 491-496. DOI:
10.1016/j.optcom.2007.03.067.
[45] SUCK, S. Y. et al. Digital Heterodyne Holography Reveals the Non-Quasi-
Static Scattering Behaviour of Transversally Coupled Nanodisk Pairs. Inter-
national Journal of Optics. 2012, vol. 2012, s. 1-8. DOI: 10.1155/2012/532576.
[46] LI, S. a J. ZHONG. Simultaneous amplitude-contrast and phase-contrast sur-
face plasmon resonance imaging by use of digital holography. Biomedical optics
express. 2012, vol. 3 (12), s. 3190-3202. DOI: 10.1364/BOE.3.003190.
[47] RAYLEIGH, L. On the Dynamical Theory of Gratings. Proceedings of the
Royal Society A: Mathematical, Physical and Engineering Sciences. 1907, vol.
79 (532), s. 399-416. DOI: 10.1098/rspa.1907.0051.
[48] KRAVETS, V. G., F. SCHEDIN a A. N. GRIGORENKO. Extremely Narrow
Plasmon Resonances Based on Diffraction Coupling of Localized Plasmons in
Arrays of Metallic Nanoparticles. Physical Review Letters, 2008, vol. 101 (8), s.
087403 (4). DOI: 10.1103/physrevlett.101.087403.
[49] KRAVETS, V. G. et al. Sensitivity of collective plasmon modes of gold nanore-
sonators to local environment. Optics letters, 2010, vol. 35 (7), s. 956-958. DOI:
10.1364/OL.35.000956.
[50] ZOU, S., JANEL, N. a G. C. SCHATZ. Silver nanoparticle array structures
that produce remarkably narrow plasmon lineshapes. The Journal of chemical
physics, 2004, vol. 120 (23), s. 10871-10875. DOI: 10.1063/1.1760740.
[51] LI, C. T. et al. Study of optical phase transduction on localized surface plasmon
resonance for ultrasensitive detection. Optics express, 2012, vol. 20 (3), s. 3250-
3260. DOI: 10.1364/OE.20.003250.
61
[52] MOIRANGTHEM, R. S. et al. Enhanced localized plasmonic detections using
partially-embedded gold nanoparticles and ellipsometric measurements. Biome-
dical optics express, 2012, vol. 3 (5), s. 899-910. DOI: 10.1364/BOE.3.000899.
[53] KRAVETS, V. G. et al. Singular phase nano-optics in plasmonic metamaterials
for label-free single-molecule detection. Nature materials, 2013, vol. 12 (4), s.
304-309. DOI: 10.1038/nmat3537.
[54] BRINKS, D. et al. Plasmonic antennas as design elements for coherent ultrafast
nanophotonics. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2013, vol. 110
(46), s. 18386-18390. DOI: 10.1073/pnas.1308652110.
[55] ACCANTO, N. et al. Capturing the optical phase response of nanoantennas by
coherent second-harmonic microscopy. Nano letters, 2014, vol. 14 (7), s. 4078-
4082. DOI: 10.1021/nl501588r.
[56] HABAUZIT, D., CHOPINEAU, J. a B. ROIG. SPR-based biosensors: a tool for
biodetection of hormonal compounds. Analytical and Bioanalytical Chemistry.
2006, vol. 387 (4), s. 1215-1223. DOI: 10.1007/s00216-006-0958-4.
[57] LI, Y., LIU, X. a Z. LIN. Recent developments and applications of
surface plasmon resonance biosensors for the detection of mycotoxins
in foodstuffs. Food Chemistry. 2012, vol. 132 (3), s. 1549-1554. DOI:
10.1016/j.foodchem.2011.10.109.
[58] CAO, J., SUN, T. a K. T. V. GRATTAN. Gold nanorod-based localized surface
plasmon resonance biosensors: A review. Sensors and Actuators B: Chemical.
2014, vol. 195, s. 332-351. DOI: 10.1016/j.snb.2014.01.056.
[59] DU, Y. et al. A surface plasmon resonance biosensor based on gold na-
noparticle array. Optics Communications. 2013, 298-299, s. 232-236. DOI:
10.1016/j.optcom.2013.02.024.
[60] ANKER, J. N. et al. Biosensing with plasmonic nanosensors. Nature Materials.
2008, s. 442-453. DOI: 10.1038/nmat2162.
[61] WANG, J. Electrochemical Glucose Biosensors. Chemical Reviews. 2008, vol.
108 (2), s. 814-825. DOI: 10.1021/cr068123a.
[62] BABA, A. et al. Electrochemical Surface Plasmon Resonance and Waveguide-
Enhanced Glucose Biosensing with N-Alkylaminated Polypyrrole/Glucose Oxi-
dase Multilayers. ACS Applied Materials and Interfaces. 2010, vol. 2 (8), s.
2347-2354. DOI: 10.1021/am100373v.
[63] GREEN, M. A. Photovoltaic principles. Physica E: Low-dimensional Sys-
tems and Nanostructures. 2002, vol. 14 (1-2), s. 11-17. DOI: 10.1016/s1386-
9477(02)00354-5.
[64] SHELDON, M. T. et al. Plasmoelectric potentials in metal nanostructu-
res. Science [online]. 2014, vol. 346 (6211), s. 828-831. DOI: 10.1126/s-
cience.1258405.
62
[65] TADJEDDINE, A., KOLB, D. M. a R. KO¨TZ. The study of single crystal
electrode surfaces by surface plasmon excitation. Surface Science. 1980, vol.
101, s. 277285.
[66] FOLEY, K. J., SHAN, X. a N. J. TAO. Surface Impedance Imaging Technique.
Analytical Chemistry. 2008, vol. 80 (13), s. 5146-5151. DOI: 10.1021/ac800361p.
[67] DAHLIN, A. B. et al. Electrochemical plasmonic sensors. Analytical and Bioa-
nalytical Chemistry. 2012, vol. 402 (5), s. 1773-1784. DOI: 10.1007/s00216-011-
5404-6.
[68] SHAN, X. et al. Imaging Local Electrochemical Current via Surface Plasmon
Resonance. Science. 2010, vol. 327 (5971), s. 1363-1366. DOI: 10.1126/s-
cience.1186476
[69] WANG, S. et al. Electrochemical Surface Plasmon Resonance: Basic Formalism
and Experimental Validation. Analytical Chemistry. 2010, vol. 82 (3), s. 935-
941. DOI: 10.1021/ac902178f.
[70] DAHLIN, A. B. et al. Electrochemical Crystallization of Plasmonic
Nanostructures. Nano Letters. 2011, vol. 11 (3), s. 1337-1343. DOI:
10.1021/nl104424q.
[71] CHEREVKO, S. et al. Electrochemical dissolution of gold in acidic me-
dium. Electrochemistry Communications. 2013, vol. 28, s. 44-46. DOI:
10.1016/j.elecom.2012.11.040.
[72] LOO, B. H. In situ identification of halide complexes on gold electrode by
surface-enhanced Raman spectroscopy. The Journal of Physical Chemistry.
1982, vol. 86 (4), s. 433-437. DOI: 10.1021/j100393a002.
[73] NOVO, C. a P. MULVANEY. Charge-Induced Rayleigh Instabilities In Small
Gold Rods. Nano Letters. 2007, vol. 7 (2), s. 520-524. DOI: 10.1021/nl062649t.
[74] ZHANG, X. et al. Electrochemical Tuning of Silver Nanoparticles Fabricated
by Nanosphere Lithography. Nano Letters. 2005, vol. 5 (7), s. 1503-1507. DOI:
10.1021/nl050873x.
[75] MOREIRA, C. S. et al. Temperature-dependent sensitivity of surface plasmon
resonance sensors at the gold–water interface. Sensors and Actuators B: Che-
mical. 2008, vol. 134 (2), s. 854-862. DOI: 10.1016/j.snb.2008.06.045.
[76] ZHAO, P., N. LI a D. ASTRUC. State of the art in gold nanoparticle syn-
thesis. Coordination Chemistry Reviews. 2013, vol. 257, 3-4, s. 638-665. DOI:
10.1016/j.ccr.2012.09.002.
[77] MA, H. et al. Synthesis of Silver and Gold Nanoparticles by a Novel
Electrochemical Method. ChemPhysChem. 2004, vol. 5 (1), s. 68-75. DOI:
10.1002/cphc.200300900.
63
[78] YU, Y. Y. et al. Gold Nanorods: Electrochemical Synthesis and Optical Proper-
ties. Journal of Physical Chemistry B. 1997, vol. 101 (34), s. 6661-6664. DOI:
10.1021/jp971656q.
[79] RODRI´GUEZ-SA´NCHEZ, L., M. C. BLANCO a M. A. LO´PEZ-QUINTELA.
Electrochemical Synthesis of Silver Nanoparticles. Journal of Physical Chemis-
try B. 2000, vol. 104 (41), s. 9683-9688. DOI: 10.1021/jp001761r.
[80] MULVANEY, P. Surface plasmon spectroscopy of nanosized metal particles.
Langmuir. 1996, 12 (3), s. 788-800. DOI: 10.1021/la9502711
[81] UNG, T. et al. Spectroelectrochemistry of Colloidal Silver. Langmuir. 1997, vol.
13 (6), s. 1773-1782. DOI: 10.1021/la960863z.
[82] MINAMI, T. Gold nanoparticle-attached ITO as a biocompatible matrix for
myoglobin immobilization: direct electrochemistry and catalysis to hydrogen
peroxide. Journal of Electroanalytical Chemistry, 2005, vol. 577 (2), s. 273-279.
DOI: 10.1016/j.jelechem.2004.12.005.
[83] ZHANG, J. a M. OYAMA. Transparent conducting oxide semiconductors for
transparent electrodes. Semiconductor Science and Technology, 2005, vol. 20
(4), s. 35-44. DOI: 10.1088/0268-1242/20/4/004.
[84] TAHAR, R. B. H. et al. Tin doped indium oxide thin films: Electrical pro-
perties. Journal of Applied Physics, 1998, vol. 83 (5), s. 2631-2645. DOI:
10.1063/1.367025.
[85] KIM, H. et al. Electrical, optical, and structural properties of indium–tin–oxide
thin films for organic light-emitting devices. Journal of Applied Physics, 1999,
vol. 86 (11), s. 6451-6461. DOI: 10.1063/1.371708.
[86] HAO, W. et al. Electrochemical corrosion behaviors of ITO films at anodic and
cathodic polarization in sodium hydroxide solution. In: 2008 International Con-
ference on Electronic Packaging Technology & High Density Packaging, IEEE,
2008. p. 1-4. DOI: 10.1109/icept.2008.4607097.
[87] CHENG, X. R. et al. Au nanoparticle-modified DNA sensor based on simulta-
neous electrochemical impedance spectroscopy and localized surface plasmon
resonance. Biosensors and Bioelectronics, 2014, vol. 53, s. 513-518. DOI:
10.1016/j.bios.2013.10.003.
[88] HILL, C. M. a S. PAN. A dark-field scattering spectroelectrochemical tech-
nique for tracking the electrodeposition of single silver nanoparticles. Journal
of the American Chemical Society, 2013,vol. 135 (46), s. 17250-17253. DOI:
10.1021/ja4075387.
[89] IVANOVA, O. S. a F. P. ZAMBORINI. Size-dependent electrochemical oxi-
dation of silver nanoparticles. Journal of the American Chemical Society, 2009,
vol. 132 (1), s. 70-72. DOI: 10.1021/ja908780g.
64
[90] IVANOVA, O. S. a F. P. ZAMBORINI. Electrochemical size discrimination of
gold nanoparticles attached to glass/Indium?Tin-Oxide electrodes by oxidation
in bromide-containing electrolyte. Analytical chemistry, 2010, vol. 82 (13), s.
5844-5850. DOI: 10.1021/ac101021q.
[91] TSAI, H. et al. Instability of gold oxide Au2O3. Surface Science, 2003, vol. 537
(1-3), s. 447-450. DOI: 10.1016/s0039-6028(03)00640-x.
[92] XIA, S.J a V.I BIRSS. A multi-technique study of compact and hydrous Au
oxide growth in 0.1 M sulfuric acid solutions. Journal of Electroanalytical Che-
mistry, 2001, vol. 500 (1-2), s. 562-573. DOI: 10.1016/s0022-0728(00)00415-0.
[93] TCHAPLYGUINE, M. et. al. Gold Oxide Nanoparticles with Variable Gold
Oxidation State. The Journal of Physical Chemistry C, 2015, vol. 119 (16), s.
8937-8943. DOI: 10.1021/acs.jpcc.5b00811.
[94] BOND, G. C. a D. T. THOMPSON. Gold-catalysed oxidation of carbon mo-
noxide. Gold Bulletin, 2000, vol. 33 (2), s. 41-50. DOI: 10.1007/bf03216579.
[95] MIYAZAKI, T. et al. Electrical Control of Plasmon Resonance of Gold Nano-
particles Using Electrochemical Oxidation. The Journal of Physical Chemistry
C, 2009, vol. 113 (19), s. 8484-8490. DOI: 10.1021/jp901408w.
[96] SANNOMIYA, T. et al. Electrochemistry on a localised surface plasmon
resonance sensor. Langmuir. 2010, vol. 26 (10), s. 7619-7626. DOI:
10.1021/la9042342.
[97] HIEP, H. M. et al. Label-Free Detection of Melittin Binding to a Membrane
Using Electrochemical-Localized Surface Plasmon Resonance. Analytical Che-
mistry. 2008, vol. 80 (6), s. 1859-1864. DOI: 10.1021/ac800087u.
[98] CHEN, H. A., H. Y. LIN a H. N. LIN. Localized Surface Plasmon Resonance
in Lithographically Fabricated Single Gold Nanowires. The Journal of Physical
Chemistry C. 2010, vol. 114 (23), s. 10359-10364. DOI: 10.1021/jp1014725.
[99] ZHANG, W. et al. Influence of the electron mean free path on the resistivity
of thin metal films. Microelectronic Engineering. 2004, vol. 76 (1-4), s. 146-152.
DOI: 10.1016/j.mee.2004.07.041.
[100] DURKAN, C. a M. E. WELLAND. Size effects in the electrical resistivity of
polycrystalline nanowires. Physical Review B. 2000, vol. 61 (20), s. 14215-14218.
DOI: 10.1103/PhysRevB.61.14215.
[101] MACKENZIE, R. et al. Simultaneous electrical and plasmonic monitoring of
potential induced ion adsorption on metal nanowire arrays. Nanoscale. 2013,
vol. 5 (11). DOI: 10.1039/c3nr34172k.
[102] PALLAROLA, D. et al. Real-time monitoring of electrochemical controlled
protein adsorption by a plasmonic nanowire based sensor. Chemical Communi-
cations. 2013, vol. 49 (75). DOI: 10.1039/c3cc44640a.
65
[103] ZHANG, D. et al. Nanoplasmonic biosensor: Coupling electrochemistry to lo-
calized surface plasmon resonance spectroscopy on nanocup arrays. Biosensors
and Bioelectronics. 2015, vol. 67, s. 237-242. DOI: 10.1016/j.bios.2014.08.022.
[104] GABOR, D. A new microscope principle Nature. 1948, vol. 161, s. 777-778
[105] KOLMAN P. a R. CHMELI´K. Coherence-controlled holographic microscope
Optics Express. 2010, vol. 18 (21), s. 21990-22003. DOI: 10.1364/oe.18.021990
[106] SLABY´, T. et al. Off-axis setup taking full advantage of incoherent illumi-
nation in coherence-controlled holographic microscope. Optics Express. 2013,
vol. 21 (12), s. 14747-14762. DOI: 10.1364/oe.21.014747
[107] KIM, M. K. Principles and techniques of digital holographic microscopy. Jour-
nal of Photonics for Energy. 2010. 50 s. ISBN: 1947-7988.
[108] KEMPER, B. a G. von BALLY. Digital holographic microscopy for live cell
applications and technical inspection. Applied Optics. 2008, vol. 47 (4), s. A52-
A61. DOI: 10.1364/AO.47.000A52.
[109] KUHN, J. et al. Measurements of corner cubes microstructures by high-
magnification digital holographic microscopy. Proc. SPIE. 2006, vol. 6188 (4),
s. 618804-618815. DOI: 10.1117/12.662030.
[110] HAYNES, C. L. et al. Nanoparticle optics: the importance of radiative di-
pole coupling in two-dimensional nanoparticle arrays. The Journal of Physical
Chemistry B. 2003, vol. 107 (30), s. 7337-7342. DOI: 10.1021/jp034234r.
[111] JAIN, P. K. et al. Calculated absorption and scattering properties of gold
nanoparticles of different size, shape, and composition: applications in biological
imaging and biomedicine. The Journal of Physical Chemistry B. 2006, vol. 110
(14), s. 7238-7248. DOI: 10.1021/jp057170o.
[112] DAHLIN, A. B., J. O. TEGENFELDT a F. HO¨O¨K. Improving the Instru-
mental Resolution of Sensors Based on Localized Surface Plasmon Resonance.
Analytical Chemistry, 2006, vol. 78 (13), s. 4416-4423. DOI: 10.1021/ac0601967.
[113] PETASCH, W. et al. Low-pressure plasma cleaning: a process for precision
cleaning applications. Surface and Coatings Technology, 1997, vol. 97 (1), s.
176-181. DOI: 10.1016/S0257-8972(97)00143-6.
[114] UNIVERSAL MEDICAL: SSC buffer concentrate colution [online], [cit.
26.05.2015]. Dostupne´ z: http://www.universalmedicalinc.com/ibi-20x-ssc-
buffer-concentrate-solution-1l.html
[115] KOSLOWSKI, B. et al. Oxidation of preferentially (111)-oriented Au films
in an oxygen plasma investigated by scanning tunneling microscopy and pho-
toelectron spectroscopy. Surface Science, 2001, vol. 475 (1), s. 1-10. DOI:
10.1016/S0039-6028(00)00986-9.
66
[116] NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY: NIST
X-ray photoelectron spectroscopy database [online], [cit. 26.05.2015]. Dostupne´
z: http://srdata.nist.gov/xps/Default.aspx
[117] HENRY, O. Y. et al. Design and testing of a packaged microfluidic cell for the
multiplexed electrochemical detection of cancer markers. Electrophoresis, 2009,
vol. 30 (19), s. 3398-3405. DOI: 10.1002/elps.200900368.
[118] STREETS, A. M. a Y. HUANG. Microfluidics for biological measurements
with single-molecule resolution. Current opinion in biotechnology, 2014, vol.
25, s. 69-77. DOI: 10.1016/j.copbio.2013.08.013.
67
